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I-A. METILACIÓN DEL ADN 
 
Desde su primera descripción en 1948, la quinta base del ADN 
humano, la 5-metilcitosina (5-mC) ha generado mucho interés y 
considerable controversia en los intentos de comprender su 
significado. La metilación del ADN en las células eucariotas implica la 
adición de un grupo metilo al carbono de la posición 5 del anillo de la 
citosina (Figura 1). Esta reacción está catalizada por una 
metiltransferasa de ADN en el contexto de la secuencia 5´-CG-3´. A 
dicha secuencia también se le llama dinucleótido CpG. Es la más 
común de las modificaciones del ADN eucariota y uno de los muchos 
fenómenos epigenéticos (alteración en la composición génica sin 
cambio en la secuencia de nucleótidos) que ocurren en éste. Aunque 
extensivo a plantas y mamíferos, la ausencia de metilación del ADN 
detectable en algunos eucariotas tales como Drosophila1 y 
Saccharomyces cerevisiae2 han aumentado las dudas sobre su 
significado en el desarrollo normal y en la expresión génica específica 
de tejidos. Sin embargo, estudios recientes muestran un desarrollo 
anormal y letalidad embriógena en ratones transgénicos que 
muestran una disminución aunque no una actividad metiltransferasa 
de ADN completamente ausente después del bloqueo del gen DNA-
Mtasa3, prestándole apoyo a un papel crítico de la metilación del ADN 
en el desarrollo de la expresión génica. Otros autores han propuesto 
que el control de parásitos intragenómicos es la función primaria de 
la metilación del ADN en células de mamíferos4. 
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I-A. 1. DISTRIBUCION DE CITOSINAS METILADAS E 
ISLAS CpG. 
 
Los genomas eucariotas no están metilados uniformemente 
sino que contienen regiones metiladas interpuestas con dominios no 
metilados5. Durante la evolución, los dinucleótidos CpG han sido 
progresivamente eliminados del genoma de eucariotas superiores y 
están presentes solamente en un 5% a 10%6-8. La metilación de la 
citosina parece haber jugado un papel importante en este proceso, 
porque la mayoría de los sitios CpG perdidos representan la 
conversión a través de desaminación de metilcitosinas a timinas. 
Aproximadamente el 70%-80% de los sitios CpG que quedan 
Figura 1. Representación esquemática de las rutas
bioquímicas para la metilación, desmetilación y
mutagénesis de la citosina y 5-mC. (Tomado de Singal R et
al. Blood 1999; 93: 4059-4070). 
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contienen citosinas metiladas en la mayoría de los vertebrados, 
incluyendo los humanos6, 8. Estas regiones metiladas son típicas de 
la cromatina densa, la cual representa el ADN replicante tardío con 
su composición de histonas correspondientes y relativamente 
inaccesible a los factores de transcripción9. Al contrario del resto del 
genoma, regiones  más pequeñas de ADN, llamadas islas CpG, con 
tamaños que varían entre 0.5 a 5 kb y presentándose cada 100 kb  
como media, tienen propiedades distintas. Estas regiones no están 
metiladas, son ricas en GC (60%-70%), tienen una ratio de CpG a 
GpC de al menos 0.6 y por tanto no muestran ninguna supresión de 
la frecuencia de dinucleótidos CpG6, 10. La cromatina que contienen 
las islas CpG está generalmente fuertemente acetilada, falta la 
histona H1 e incluye una región libre de nucleosoma9. Esta también 
llamada configuración abierta de la cromatina puede permitir, o ser 
una consecuencia, de la interacción de los factores de transcripción 
con los promotores del gen10. 
Los patrones de metilación del ADN reflejan dos tipos de 
regiones reguladoras 5´ en el genoma. Aproximadamente la mitad de 
todos los genes en ratones y humanos (v. g. 40.000 a 50.000) 
contienen islas CpG6. Estos son principalmente genes domésticos que 
tienen un amplio patrón tisular de expresión, pero aproximadamente 
el 40% de los genes con patrón restrictivo tisular de expresión están 
también representados10. Las islas CpG de la región promotora están 
normalmente no metiladas en todos los tejidos normales, 
independientemente de la actividad transcripcional del gen. Las 
excepciones principales incluyen los genes no transcritos del 
cromosoma X inactivado y genes autosómicos “imprinted” donde uno 
de los alelos paternos puede estar metilado11. Los genes específicos 
de tejidos sin islas CpG están metilados de forma variable, 
frecuentemente en un patrón específico de tejido, y en general la 
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metilación está inversamente correlacionada con el estado de 
transcripción de los genes12, 13. 
 
I-A. 2. METILTRANSFERASAS DE ADN. 
 
Las enzimas que transfieren grupos metilos a la cadena de 
citosina, metiltransferasa 5´-citosina, o metiltransferasa de ADN 
(ADN-MTasa) han sido descritas en un número amplio de organismos 
eucariotas14. El sitio diana para la ADN-MTasa en el ADN es el 
dinucleótido palindrómico CG (frecuentemente llamado como CpG, 
donde la p hace referencia al grupo fosfato). El primer gen ADN-
MTasa eucariota clonado de ratón hace casi una década15 es hoy día 
referido como Dnmt1. Este gen está altamente conservado entre los 
eucariotas. Dnmt1 ortólogos se han identificados en varias especies, 
incluyendo humanos (DNMT1)16. De forma interesante, Dnmt1 
ortólogos no se hallan en organismos sin metilación del ADN, tales 
como Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans, y Drosophila 
melanogaster. 
La Dnmt1 metiltransferasa mamífera tiene una alta afinidad por 
los substratos hemimetilados aunque también es capaz de llevar a 
cabo metilación de novo en substratos no metilados in vitro. La 
actividad ADN-MTasa parece estar estrechamente controlada, aunque 
los mecanismos no están claros. Las células proliferantes exhiben 
niveles mucho más altos de enzima que lo hacen las células 
quiescentes17, 18-20 y estos niveles se incrementan bruscamente 
durante toda la fase S, como lo hacen los niveles de ARNm de ADN-
Mtasa18, 21. Este control estrecho de la expresión de la ADN-MTasa, y 
la preferencia de la enzima por el ADN hemimetilado, están bien 
adecuadas al papel de la enzima en preservar los patrones de 
metilación normal del ADN en células adultas. Dicha regulación 
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puede también proporcionar un balance crítico entre la 
compartimentalización del ADN y el momento oportuno de la 
replicación del mismo22. Diferentes estudios22, 23, 24 han mostrado que 
el ADN metilado e inactivo para la transcripción replica más tarde 
que el ADN no metilado y activo transcripcionalmente. Los patrones 
de metilación normal en células adultas pueden de esta manera 
promover la replicación de ADN proximal a islas CpG no metiladas en 
un momento anterior con relación a la cromatina densa fuertemente 
metilada. La conservación del estado de metilación normal del ADN 
puede asegurar que la compartimentalización del ADN no cambie sin 
que exista alguna señal que anule los requerimientos de energía22. 
 
I-A. 3. TÉCNICAS PARA ESTUDIAR LA METILACIÓN DEL 
ADN. 
 
Las técnicas iniciales para estudiar los sitios específicos de 
metilación del ADN contaban primariamente con la incapacidad de 
las enzimas de restricción de tipo II sensibles a la metilación para 
cortar secuencias que contenían uno o más sitios CpG metilados, 
combinado con la hibridación Southern25-27. Este método requiere 
grandes cantidades de ADN de alto peso molecular, detecta la 
metilación solamente si más de un pequeño porcentaje de alelos está 
metilados, y únicamente aporta información sobre aquellos sitios 
CpG hallados dentro de la secuencia de reconocimiento de las 
enzimas de restricción sensibles a la metilación. Singer-Sam et al28 
mejoraron la sensibilidad de la detección de la metilación 
combinando el uso de las enzimas de restricción con la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR). Después de la escisión del ADN con 
las endonucleasas de restricción sensibles a la metilación, v. g. Hpa 
II, la amplificación por PCR con cebadores específicos que flanquean 
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el sitio de restricción solamente ocurrirá si el corte del ADN ha sido 
prevenido por la metilación. Sin embargo, este método, al igual que 
las aproximaciones basadas en el Southern, pueden monitorizar 
solamente la metilación CpG en los sitios de restricción sensibles a la 
misma. Además, se pueden obtener resultados falsos positivos 
debidos a la digestión incompleta del ADN celular por parte de la 
enzima de restricción. 
Frommer et al29 introdujeron un procedimiento basado en la 
desaminación oxidativa inducida por el bisulfito del ADN genómico 
bajo condiciones en las cuales la citosina se convierte en Uracilo y la 
5-mC permanece sin cambios. La secuencia diana es luego 
amplificada por PCR usando cebadores específicos. Sobre la 
secuenciación del ADN amplificado, todos los uracilos y timinas 
llegan a ser detectables como timinas y solamente 5-mC amplifica 
como citosinas (Figura 2).  
Un número de métodos rápidos para detectar 5-mC se han 
desarrollado basados en la reacción de desaminación de bisulfito en 
combinación con la amplificación por PCR. Estos métodos son 
apropiados para el examen de un número limitado de dinucleótidos 
CpG que están o bien dentro o inmediatamente adyacentes a la 
secuencia de cebadores de la PCR30, 31, o bien dentro de la secuencia 
de reconocimiento de la enzima de restricción32. 
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Figura 2. (A) Ilustración de los pasos para
determinar el estado de metilación de las
citosinas en una secuencia conocida de ADN
por el método de conversión de bisulfito. 
(B) Metilación in vivo de dinucleótidos CpG del
promotor rho de células eritroides de pollo
adulto y de 5 días de vida usando la anterior
técnica. Las flechas indican citosinas
metiladas y sólo se observan en células
eritroides adultas. Las posiciones indicadas
son relativas al sitio de comienzo de la
transcripción. Las citosinas que no están
asociadas con dinucleótidos (secuencias
mostradas en (C)) han sido convertidas a
timina en ambos tipos de células. 
(C) Representación gráfica de la metilación in vivo de dinucleótidos CpG del promotor rho en
células eritroides de pollo adulto y de 5 días de vida usando la técnica de conversión de
bisulfito. Las flechas indican las citosinas metiladas y se ven en (A) (dato no mostrado para
dinucleótidos CpG en la posición -15). Los cebadores R y F indican la secuencia del promotor
de la globina rho para diseñar los cebadores internos y para la secuenciación. (Tomado de
Singal R et  al. Blood 1999; 93: 4059-4070). 
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I-A. 4. METILACION DEL ADN Y REPRESION 
TRANSCRIPCIONAL. 
 
El papel de la metilación del ADN en la regulación diferencial de 
la expresión génica fue hipotetizado hace muchos años33, 34, 
sugiriéndose que la metilación sitio-específica de la citosina dentro o 
en la vecindad de los genes estaba en relación con la represión 
transcripcional27, 35-38. Con posterioridad, esta relación inversa entre 
metilación de la citosina y transcripción ha sido observada en un 
gran número de genes, aunque no universalmente. 
Aunque parece establecido que la metilación del ADN puede 
actuar como un regulador negativo de la transcripción, el mecanismo 
preciso implicado en dicho proceso es motivo de controversia. 
Numerosos estudios han mostrado la capacidad de la metilación del 
promotor del ADN para inhibir la transcripción de una amplia 
variedad de genes en ensayos de transfección in vitro, y en algunos 
casos, tal metilación corresponde al estado inactivo del gen bajo 
estudio in vivo12, 39. 
Tres mecanismos posibles han sido propuestos para explicar la 
represión transcripcional a través de la metilación del ADN, cada uno 
de los cuales se muestra en la Figura 3. El PRIMER MECANISMO 
implica una interferencia directa en la unión de los factores de 
transcripción específicos a sus lugares de reconocimiento en los 
promotores respectivos. Varios factores de transcripción, incluyendo 
AP-2, c-Myc/Myn, el activador dependiente de AMP cíclico CREB, 
E2F y NF-κB, reconocen secuencias que contienen residuos CpG, y la 
unión de cada uno se ha mostrado que está inhibida por la 
metilación. Por el contrario, otros factores de transcripción (v. g. Sp1 
y CTF) no son sensibles a la metilación de su sitio de unión40, y 
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muchos otros factores no tienen dinucleótidos CpG en dichas 
regiones. 
Un SEGUNDO MECANISMO potencial para el silencio inducido 
por la metilación es a través de la unión directa de represores 
específicos de la transcripción al ADN metilado. Tales factores, MeCP-
1 y MeCP-2 (“methyl cytosine binding proteins” 1 y 2), han sido 
identificados y mostrada su unión a residuos CpG metilados en 
cualquier secuencia genómica. Aunque en el ADN de los vertebrados 
la metilación ha sido postulada como inhibitoria de la iniciación de la 
transcripción, la metilación también bloquea la elongación de la 
transcripción en la Neurospora a través de un mecanismo que puede 
ser mediado por MeCP-1 y/o MeCP-241. 
MeCP-1 se une al ADN que contiene múltiples sitios CpG 
metilados simétricamente, más que a CpG hemimetilados, y se 
manifiesta como un gran complejo en los ensayos de electroforesis42. 
La represión de la transcripción de genes densamente metilados 
puede ser mediada por MeCP-1, y las células deficientes en MeCP-1 
muestran represión de genes metilados muy reducida43. En estudios 
posteriores, se demostró que la escasa metilación podía reprimir los 
genes transfectados completamente, pero que la inhibición era 
completamente superada por la presencia en posición cis del 
potenciador (enhancer) SV40. Sin embargo, los genes densamente 
metilados no podían ser reactivados por el potenciador. Se propuso 
que los genes escasamente metilados forman un complejo inestable 
con MeCP-1 que previene la transcripción cuando el promotor es 
débil. Este complejo puede ser roto por un promotor fuerte 
permitiendo por tanto al gen metilado ser transcrito44. 
MeCP-2 es más abundante que MeCP-1 en las células y es 
capaz de unirse a ADN que contienen pares CpG metilados de forma 
simple45. MeCP-2, como la metiltransferasa de ADN, es dispensable 
para la viabilidad de las células progenitoras embrionarias, pero es 
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esencial para el desarrollo embriológico46. MeCP-2 tiene dos 
dominios: un dominio de unión metil-CpG que es esencial para la 
localización cromosómica y un dominio represor de la transcripción 
(DRT) que puede inhibir la transcripción de un promotor a distancia, 
sugiriendo que MeCP-2 interactúa con la maquinaria transcripcional 
o el complejo de iniciación47. Recientemente, una región del MeCP-2 
localizada con el DRT se demostró estar asociada con un complejo 
correpresor conteniendo el represor de la transcripción mSin3A y 
desacetilasas de histonas. La represión de la transcripción in vivo era 
suprimida por el inhibidor de la desacetilasa tricostatín A, sugiriendo 
que dos mecanismos globales de regulación génica, la metilación del 
ADN y la desacetilación de histonas, pueden estar ligadas por el 
MeCP-248, 49. Sin embargo, en algunos casos la metilación del ADN 
juega un papel importante sobre la desacetilación de histonas en la 
represión transcripcional50, 51. Se ha propuesto que el MeCP-2 
pudiera contribuir al montaje de una estructura cromatínica más 
estable52. Sin embargo, el MeCP-2 puede reprimir la transcripción de 
ADN desnudo en células libres en ensayos in vitro47, sugiriendo que la 
formación de cromatina no es necesaria para su acción represiva. 
El TERCER MECANISMO por el cual la metilación puede mediar 
la represión transcripcional es a través de alterar la estructura 
cromatínica. Keshet et al53 transfectó células L de ratón con 
plásmidos construidos M13 que contenían el gen β-globina humano, 
así como otros genes, después de una metilación enzimática. Las 
secuencias de ADN no metiladas fueron todas detectadas en 
cromatinas con formas activas, al contrario de las secuencias de ADN 
que estaban metiladas in vitro antes de la transfección que fueron 
detectadas en cromatinas con formas inactivas a la transcripción. 
Experimentos que usan microinyecciones de ciertos moldes de genes 
metilados y no metilados dentro del núcleo han mostrado que la 
metilación inhibe la transcripción solamente después de que la 
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cromatina está ensamblada54. Incluso un fuerte activador de la 
transcripción, GAL4-VP16, no puede contrarrestar el efecto de la 
cromatina una vez que ha asumido el estado inactivo inducido por la 
metilación del ADN54. Por tanto, además de estabilizar el estado 
inactivo, la metilación también previene la activación mediante el 
bloqueo del acceso de los factores de  transcripción52, 55. Si este efecto 
de la metilación sobre la cromatina está mediado únicamente por 
desacetilasas de histonas asociadas a MeCP-2 queda por 
determinarse. 
Un aspecto importante en relación con la metilación del ADN y 
el silencio transcripcional ha sido si la metilación es un mecanismo 
de control primario o un efecto secundario de la actividad de los 
genes. En el caso de varios genes con escasos nucleótidos CpG, la 
adquisición de la metilación ocurre después del silencio de la 
transcripción56; en otros casos, la pérdida de la metilación ocurre 
después de la activación de la transcripción57. Al mismo tiempo, en 
otros sistemas se ha demostrado que a pesar de condiciones 
nucleares óptimas para la transcripción, incluyendo cromatina 
sensible a ADNasa-I, la transcripción puede ser fuertemente 
reprimida por la metilación CpG58, 50. Parece que la metilación, 
especialmente de genes ricos en CpG, puede servir como un 
mecanismo de cerrojo que puede seguir o preceder otros eventos que 
silencian un gen, pero una vez establecido puede prevenir la 
activación a pesar de un entorno nuclear óptimo para la 
transcripción. 
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Figura 3. Mecanismo propuesto para la represión transcripcional mediado
por la metilación de la citosina. (Tomado de Singal R et  al. Blood 1999; 93:
4059-4070). 
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I-A. 5. METILACION DEL ADN Y CANCER 
 
El papel de la metilación del ADN en la oncogénesis ha sido 
hipotetizado durante muchos años. Numerosos estudios han 
sugerido aberraciones en la actividad de la metiltransferasa de ADN 
en células tumorales59-61. Las células transformadas frecuentemente 
tienen aumentada la actividad total de la ADN-MTasa, pérdida 
extensa de la metilación de sitios normalmente metilados y más 
regiones de ADN hipermetilado62. La contribución potencial de la 
metilación del ADN a la oncogénesis parece estar mediada por uno o 
más de los siguientes mecanismos que se muestran en la  Figura 4. 
 
I-A. 5. 1. MUTACIONES C—T EN CÉLULAS CANCERÍGENAS 
El alto índice de mutaciones de residuos de citosinas dentro de 
los nucleótidos CpG, el sitio diana de la ADN-MTasa, puede ser 
justificado por una alta tasa de transiciones de citosinas a timinas, 
las cuales son, a su vez, una consecuencia de la desaminación 
hidrolítica de la 5-mC63 (Figura 1). Este mecanismo de mutación fue 
primariamente reconocido en sistemas procariotas64. 
Las citosinas no metiladas también pueden sufrir 
desaminación para producir uracilo, pero la ADN-glicosilasa de 
uracilo repara eficientemente el “mismatch” G:U pero no el G:T65. Sin 
embargo, la ADN-MTasa puede bloquear esta reparación, 
contribuyendo la transición C—U—T. La ADN-MTasa también puede 
mediar la transición 5-mC—T en los dinucleótidos CpG bajo 
condiciones que conducen a un incremento de la expresión de ADN-
MTasa o una disminución de los niveles celulares de S-
adenosilmetionina66. 
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Un ejemplo notable de cómo este proceso puede conducir a la 
oncogénesis es demostrado por el gen supresor de tumores p53. Las 
mutaciones en este gen ocurren en más del 50% de los tumores 
sólidos humanos67. Se estima que el 24% de estas mutaciones son 
transiciones C—T en los dinucleótidos CpG, sugiriendo que la 
metilación del ADN puede contribuir a estas mutaciones68. 
 
I-A. 5. 2. HIPOMETILACIÓN DEL ADN EN EL CÁNCER 
Los niveles disminuidos de metilación del genoma general son 
hallazgos frecuentes en la tumorogénesis69. Esta disminución en la 
metilación global parece comenzar precozmente y antes del desarrollo 
franco de la formación tumoral70, 71. Además de la hipometilación 
genómica general, se han observado oncogenes específicos 
hipometilados en tumores humanos. Una buena correlación inversa 
entre metilación y expresión génica se observó en el gen 
antiapoptótico bcl-2 en la leucemia linfoide crónica de células B72 y en 
el proto-oncogen k-ras en carcinomas de pulmón y de colon73. 
 
I-A. 5. 3. HIPERMETILACIÓN DE GENES SUPRESORES DE 
TUMORES 
Además de mutaciones puntuales o deleciones de genes, la 
represión transcripcional por la hipermetilación de secuencias 
promotoras sugiere un medio alternativo para la inactivación de 
genes supresores de tumores en el cáncer. Este hecho puede resultar 
de unos niveles incrementados de ADN-MTasa lo cual ha sido 
demostrado en diversos cánceres59 o podría ocurrir como resultado 
de otros eventos transitorios que silencian la transcripción de genes 
supresores de tumores. El gen del retinoblastoma (Rb) fue el primer 
gen supresor de tumores en el cual se detectaron las islas CpG 
hipermetiladas. Tres de 21 casos esporádicos en un estudio74 y 5 de 
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32 en otro75 presentaban las islas CpG hipermetiladas en el extremo 
5´ del gen Rb. Posteriormente, también se demostró que la metilación 
in vitro de la región promotora de Rb bloqueaba directamente la 
activación del promotor76. 
La inactivación del gen de von Hippel-Lindau (VHL) por 
mutaciones somáticas adquiridas en una copia con pérdida del 
segundo alelo se ha implicado como el evento inicial en casos 
espontáneos de carcinomas renales de células claras77. Herman et 
al78 observaron hipermetilación en las islas CpG del gen VHL y falta 
de expresión concomitante en 5 de 26 casos de formas esporádicas de 
carcinoma renal de células claras sin mutaciones intragenómicas 
VHL. El tratamiento de las células del carcinoma renal de células 
claras con 5-deoxiazacitidina, un potente inhibidor de la ADN-MTasa, 
resultó en la desmetilación y expresión del gen VHL previamente 
silente. 
Una de las proteínas más importantes reguladoras del ciclo 
celular es la p16 (también conocida como MTS-1 por “major tumor 
suppressor 1”; INK4a por “Inhibitor of cyclin-dependent Kinase 4a”; y 
CDKN 2a por “Cyclin-Dependent Kinase iNhibitor 2a”). El efecto 
bioquímico principal de la p16 es detener la progresión del ciclo 
celular en el límite G1/S, y por tanto, la pérdida de la función de la 
p16 pudiera estar involucrada en la progresión neoplásica por 
permitir una proliferación celular no regulada79. Una alteración 
genética frecuente en líneas celulares de tumores y menos extendida 
en tumores primarios es la pérdida de heterocigosidad en la región 
cromosómica 9p21, la cual contiene los genes p16 y p15. En la 
mayoría de los tumores sólidos estudiados, el gen p16 presenta con 
frecuencia metilación de una isla CpG en su región 5´, y el 
tratamiento de las líneas celulares portadoras de un alelo p16 
hipermetilado con 5-azacitidina resulta en una activación 
transcripcional del gen80, 81. La presencia de delecciones en regiones 
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codificantes o de hipermetilación del promotor de la p16 se 
correlaciona inversamente con la presencia de mutaciones en el gen 
Rb en múltiples tipos de tumores62. De forma interesante, en algunos 
casos, la hipermetilación del promotor de la p16 puede ser el único 
evento inactivante para ambos alelos del gen y puede ser la única 
lesión asociada con pérdida de la ruta ciclín D-Rb62. El 30%-40% de 
las neoplasias de colon presentan alelos p16 hipermetilados81, aun en 
ausencia de pérdida alélica en la región 9p, de delecciones 
homocigotas del gen p16 o de mutaciones en el gen Rb82. La 
inactivación del gen p16 mediada por la hipermetilación se observa 
en neoplasias de cerebro, mama, colon, cabeza y cuello, en cánceres 
de pulmón de células no pequeñas y en linfomas no hodgkinianos de 
alto grado de malignidad62. 
El gen p15 (INK4b) es un inhibidor de la cinasas dependientes 
de ciclinas CDK4 y CDK6 y parece jugar un papel importante en las 
respuestas a la inhibición del crecimiento mediada por el TGF-β 
(“transforming growth factor-β)83. La inactivación del gen p15 
mediada por la metilación  ocurre fundamentalmente en neoplasias 
hematológicas como leucemias mieloblásticas agudas, leucemias 
linfoblásticas agudas y linfomas de Burkitt62. Recientemente, la 
hipermetilacion del gen p15 se ha demostrado en síndromes 
mielodisplásicos84 y la metilación tanto de p15 como de p16 en 
mielomas múltiples85. 
 
I-A. 5. 4. INDUCCIÓN DE INESTABILIDAD CROMOSÓMICA 
Leengauer et al86 introdujeron secuencias ricas en CpG 
exógenas en forma de un gen retroviral que contenía β-galactosidasa 
en 10 líneas celulares de cáncer de colon. 5 de estas líneas celulares 
no expresaron el gen β-gal, y estas líneas eran deficientes en reparar 
la actividad “mismatch” (MMR-), mientras que las otras líneas 
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celulares competentes para reparar el “mismatch” (MMR+) expresaron 
el gen. Las líneas celulares MMR- eran competentes para la 
metilación (MET+), mientras que las líneas celulares MMR+ fueron 
deficientes para la misma (MET-) según los análisis del Southern blot 
y de la reactivación del gen inducida por 5-azacitidina. Se propuso 
que en las células de colon competentes para reparar el mismatch un 
defecto de metilación facilita directamente la ganancia y pérdida de 
cromosomas completos, dando lugar a la inestabilidad genómica 
necesaria para el desarrollo y progresión del cáncer. Por el contrario, 
las células MMR- tienen una capacidad de metilación normal y 
desarrollan la inestabilidad genómica requerida por la ruta 
alternativa para la deficiente reparación del mismatch87. De acuerdo 
con el papel para la metilación en la inestabilidad cromósomica 
estuvieron los hallazgos de Chen et al88 en el análisis de células 
progenitoras embriológicas (ES) nulicigotas para el gen ADN-MTasa, 
Dnmt1. Delecciones de genes marcadores seleccionados debido a 
recombinaciones mitóticas o pérdida cromosómica fueron detectadas 
en una frecuencia mucho más alta en células ES deficientes en 
Dnmt1 comparadas con células control. 
Experimentos adicionales que apoyaron la hipótesis que liga la 
metilación del ADN a la integridad cromosómica fueron los estudios 
de Feinberg et el89, quien demostró una media del 8% y 10% de 
reducción de 5-mC genómica en adenomas y carcinomas de colon, 
respectivamente, sin diferencias significativas entre tumores benignos 
y malignos. De forma llamativa, tres pacientes con el contenido más 
alto de 5-mC en sus células de colon normal tuvieron Síndrome de 
Lynch, el cual se demostró posteriormente que tenía fenotipo MMR-
89. 
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Figura 4. Modelos que explican los diferentes mecanismos a través de los
cuales la metilación de la citosina puede promover la oncogénesis. (Tomado
de Singal R et  al. Blood 1999; 93: 4059-4070). 
Introducción 
 20
I-A. 6. ALTERACION EN LA ACTIVIDAD DE LA ADN-
MTasa EN EL CANCER 
 
Varios estudios en los últimos años han demostrado un 
incremento en la actividad de la ADN-MTasa en células neoplásicas. 
Kautiainen y Jones59 examinaron los niveles de ADN metiltransferasa 
en el núcleo de 9 líneas celulares tumorígenas y en 9 no tumorígenas. 
En todas excepto en 2 casos, la actividad metiltransferasa fue de 4 a 
3000 veces más alta en las células tumorígenas que en las no 
tumorígenas59. El incremento de la actividad ADN-MTasa ha sido 
descrito en cánceres de colon versus mucosa normal del mismo 
paciente60. Laird et al61 criaron ratones normales heterocigotos para 
la delección del gen ADN-MTasa (y teniendo el 50% de la actividad 
ADN-MTasa comparada con el tipo nativo) con ratones que tenían un 
alelo mutado del gen APC61. Cuando se combinó con pérdida de otro 
alelo APC, esta mutación dio como resultado la formación progresiva 
de adenomas a lo largo del tracto digestivo de animales recién 
nacidos. Los adenomas intestinales fueron reducidos en un 50% en 
la descendencia con ambas mutaciones de los genes APC y ADN-
MTasa y fueron eliminados cuando el tratamiento con 5-
deoxyazacitidina se combinó con delección alélica de ADN-MTasa. 
El mecanismo de base en la actividad incrementada de la ADN-
MTasa en las células neoplásicas no ha sido aclarado. MacLeod et 
al90 propusieron que la activación de la vía de la señal de 
transducción ras causa actividad incrementada por interacción con 
los sitios AP-1 en la presumible región promotora ADN-MTasa en 
líneas celulares de tumor adrenocortical murino. Sin embargo, esta 
aparente región promotora del gen ADN-MTasa se halló 
posteriormente que estaba mucho más abajo en la cadena de ADN 
que el sitio de comienzo de la transcripción91, 92. También se 
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demostró que la sobreexpresión del gen c-fos conduce a la 
transformación celular a través de una actividad ADN-MTasa 
incrementada93. Se necesitan más estudios para comprender la 
regulación del gen ADN-MTasa tanto en células normales como en 
neoplásicas. 
Los mecanismos responsables que mantienen los patrones de 
metilación en células normales y neoplásicas no están aclarados. Un 
estudio reciente demostró la unión de ADN-MTasa al antígeno 
nuclear de células proliferantes (PCNA, -"proliferanting cell nuclear 
antigen"-), un factor auxiliar para la replicación y reparación del 
ADN. Esta unión ocurrió en células intactas en loci de ADN recién 
replicado y no alteró la actividad ADN-MTasa. Un peptido derivado 
del regulador del ciclo celular p21 rompe la unión ADN-MTasa con 
PCNA, sugiriendo que p21 puede regular la metilación por bloqueo de 
acceso de la ADN-MTasa al PCNA. Basado en estos hallazgos, se 
propuso que, en células normales la proteína p21 regula 
negativamente la interacción ADN-MTasa-PCNA en el inicio de la fase 
S y protege las islas CpG de la metilación, mientras que los efectos de 
p21 al final de la fase S dan como resultado la señal para que la 
ADN-MTasa metile el ADN. En células cancerígenas, la pérdida de la 
función que lleva a cabo la p21 permite la interacción ADN-MTasa-
PCNA en el inicio de la fase S, facilitando la metilación aberrante de 
las islas CpG, mientras que la señal disminuída no modificada de la 
ADN-MTasa al final de la fase S da como resultado la pérdida de 
metilación normal11. Este tipo de mecanismo podría explicar la 
paradoja planteada por la observación tanto de excesiva como de 
deficiente metilación del ADN durante la tumorigénesis. 
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I-A. 7. IMPLICACIONES CLINICAS Y TERAPEUTICAS DE 
LA METILACION DEL ADN 
 
Así como los genes de las globinas de los vertebrados fueron los 
primeros ejemplos de asociación entre metilación de ADN y silencio 
transcripcional27, 36, 37, 94, también fueron las primeras dianas para la 
intervención clínica basada en drogas que afectan la metilación95-97. 
El tratamiento es 5-azacitidina, un inhibidor irreversible de la ADN-
MTasa,  se demostró que aumentaba la expresión del gen fetal de las 
γ-globinas en primates y posteriormente en pacientes con β-talasemia 
y anemia de células falciformes. Debido a su mutagenicidad y a la 
observación de que otros agentes citotóxicos activos en la fase S que 
no inhiben la metilación del ADN podrían inducir incrementos 
similares en la expresión del gen de la γ-globinas98-100, la 5-
azacitidina no ha sido usada ampliamente para esta aplicación. Estas 
experiencias apuntan las limitaciones de intentar alterar la expresión 
de los genes a través del uso de inhibidores de la metilación global del 
ADN que también poseen otros efectos celulares potentes y enfatizan 
la necesidad de una comprensión más completa de la especificidad de 
los controles de metilación y desmetilación del ADN. 
Los avances recientes en la comprensión de la metilación 
alterada del ADN en el cáncer plantearon también sus implicaciones 
clínicas potenciales. Debido a que la metilación de muchos genes 
implicados pueden representar un proceso específico a las células 
neoplásicas, este cambio puede ser un índice sensible de 
micrometástasis62. Puede también ser de algún valor pronóstico en 
determinadas situaciones. Por ejemplo, la metilación del promotor abl 
en la leucemia mieloide crónica se ha asociado a enfermedad de larga 
duración, más que probablemente asociada con una mayor 
probabilidad de transformación blástica inminente101. 
Introducción 
 23
El aumento de la actividad ADN-MTasa observada en 
numerosos cánceres ha llevado a pensar en la inhibición de esta 
enzima como una estrategia antitumoral. Los inhibidores de la ADN-
MTasa, 5-azacitidina y 5-azadeoxicitidina, se han usado clínicamente 
para el tratamiento de pacientes con síndromes mielodisplásicos o 
leucemias102, 103. Debido, como se ha dicho, a que estos agentes 
tienen otros efectos aparte de la desmetilación, presentan muchos 
efectos secundarios, y necesitan ser administrados por infusión 
continúa, el desarrollo de nuevos inhibidores de la ADN-MTasa debe 
intentarse. En este sentido, Ramchandani et al104 demostró que la 
inyección intraperitoneal de oligonucleótidos antisentido de ADN-
MTasa reducían el nivel de la misma e inhibían el crecimiento del 
carcinoma adrenocortical Y1 en ratones LAF singénicos. 
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I-B. LEUCEMIA AGUDA LINFOBLASTICA 
 
La leucemia aguda linfoblástica (LAL) tiene una incidencia que 
se mueve en torno a 3-6 casos nuevos por 100.000 habitantes/año 
en España, siendo las 2/3 partes niños105, 106. La tasa actual de 
curación de cerca del 80% en niños atestigua el importante progreso 
en el desarrollo de tratamientos efectivos para los subtipos 
resistentes de la enfermedad. Dicho progreso ha evolucionado, desde 
la introducción de la poliquimioterapia y el tratamiento del sistema 
nervioso central (SNC) en la leucemia presintomática hasta los más 
actuales regímenes de tratamiento intensivo para los pacientes de 
alto riesgo (FIGURA 5). Por el contrario, solamente el 30-40% de 
adultos con LAL logran la curación106-107. Esta discrepancia puede ser 
atribuída en parte a la alta frecuencia de anomalías genéticas 
adversas en las células leucémicas de los adultos108-112. 
 
I-B. 1. CARACTERIZACION BIOLOGICA DE LAS 
CELULAS LEUCEMICAS 
 
La LAL puede originarse de cualquier célula linfoide bloqueada 
en un estadio concreto de su desarrollo, incluyendo las células 
primitivas con capacidad multilineal112, 113. A diferencia de la 
leucemia mieloide aguda, que puede ser rápidamente identificada en 
la mayoría de los casos por la presencia de bastones de Auer, 
mieloperoxidasa, o esterasas asociadas a monocitos, los linfoblástos 
leucémicos carecen de aspectos citoquímicos o morfológicos 
específicos, por lo que el diagnóstico de LAL depende del fenotipo 
inmunológico. Aunque están disponibles anticuerpos monoclonales 
frente a 166 moléculas antigénicas de diferenciación (CD) de 
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leucocitos humanos114, solamente unas pocas de esas moléculas son 
verdaderamente específicas de línea. Por esta razón, se necesita un 
panel de anticuerpos para establecer el diagnóstico y distinguir las 
subclases inmunológicas. 
El panel que debería emplearse para una correcta 
caracterización inmunológica de las células responsables de la LA 
debería incluir por lo menos un marcador que fuera altamente 
sensible (CD19 y CD7 para las células de línea B y línea T, 
respectivamente, y CD13 o CD33 para células mieloides) y un 
marcador que fuera altamente específico (CD79a citoplasmático y 
CD3 citoplasmático para células de línea B y células de línea T, 
respectivamente, y mieloperoxidasa citoplasmática para células 
mieloides). Sobre la base de estos análisis inmunofenotípicos, se 
puede hacer un diagnóstico firme en el 99% de los casos. Aunque las 
LAL que afectan a células de línea B y células de línea T pueden ser 
subclasificadas posteriormente de acuerdo con los pasos de la 
maduración normal B y T112, la única distinción con importancia 
terapeútica es aquella entre el inmunofenotipo del precursor de 
célula B y el inmunofenotipo de célula B madura o célula T. 
Dependiendo del criterio usado y del número de antígenos 
empleados, la expresión de antígenos asociados a células mieloides 
puede ser detectada en ¼ de LAL de los niños y en 1/3 de LAL de 
adultos111, 112, 115. Este aspecto no tiene implicaciones pronósticas o 
terapeúticas115-117, pero puede ser útil en la monitorización 
inmunológica de la leucemia mínima residual118. Los pocos pacientes 
con células leucémicas que expresan tanto moléculas linfoides 
(normalmente CD2 y CD7) y moléculas mieloides (mieloperoxidasa) 
precisan tratamiento dirigido frente a ambas líneas celulares115. 
Las anormalidades genéticas específicas (p. ej. Pérdida o 
ganancia de cromosomas, dando hipodiploidía o hiperdiploidía, 
respectivamente; traslocaciones cromosómicas, dando lugar a la 
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formación de genes de fusión o a la disregulación en la expresión 
génica; y delección o inactivación funcional de genes supresores de 
tumores) se encuentran en las células blásticas del 60 al 75% de los 
pacientes con LAL (Figura 6). El reconocimiento de estas 
anormalidades ha contribuído en gran medida a nuestra compresión 
de la patogénesis y pronóstico de la enfermedad108, 119. 
FIGURA 5: Análisis Kaplan-Meier de la supervivencia libre de eventos (gráfica
superior) y supervivencia general (gráfica inferior) en 2255 niños con LAL en 13
estudios consecutivos realizados en el Hospital de Investigación Infantil de St Jude
de 1962 a 1997. Los resultados demuestran la mejora en la supervivencia con la
introducción de terapia para la enfermedad subclínica del SNC (estudios V-IX,
1967 a 1979); con la intensificación temprana con quimioterapia sistémica,
incluyendo metotrexate a altas dosis (estudio X, 1979 a 1983, y estudios XI y XII,
1984 a 1991); y con el tratamiento de reinducción, intensificación con
quimioterapia intratecal y terapia intermitente con dexametasona y vincristina
(estudios XIIIA y XIIIB, 1991 a 1997). Se muestra la mediana (± DE) de la
probabilidad de supervivencia a los 5 años. (Tomado de Pui C-H et al. N Engl J Med
1998; 339: 605-615). 
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FIGURA 6: Frecuencias estimadas de genotipos específicos en LAL infantil y LAL del
adulto. Los datos provienen de estudios del Hospital de Investigación Infantil de St Jude y
del Grupo Francés de Citogenética Hematológica. (Tomado de Pui C-H et al. N Engl J Med
1998; 339: 605-615). 
Introducción. 
    28
I-B. 2. VALORACION DEL RIESGO 
 
Aunque los investigadores están de acuerdo que la valoración 
rigurosa del riesgo de recaída es necesaria en el momento del 
diagnóstico para evitar el sobretratamiento o el infratratamiento, hay 
un considerable desacuerdo sobre los criterios del mismo y sobre la 
terminología para definir subgrupos de éste. Normalmente se 
consideran tres categorías de riesgo: bajo, estándar y alto. Muchas 
variables biológicas y clínicas que inicialmente se pensaban que eran 
útiles para predecir la evolución de la enfermedad, han resultado ser 
de poco valor cuando se ha mejorado el tratamiento120. Por ejemplo, 
pacientes con LAL-B o LAL-T que se pensaba que tenían un 
pronóstico muy pobre, presentan ahora un pronóstico tan favorable 
como los pacientes con LAL pre-B de riesgo estándar106, 107, 116, 121-126. 
Asimismo, en dos ensayos independientes de terapia intensiva127, 128, 
el pobre pronóstico asociado anteriormente con la edad adolescente y 
la raza negra no se ha corroborado. 
Los participantes en un reciente grupo de trabajo129 estuvieron 
de acuerdo sobre los criterios para definir la LAL de precursores de 
células B en niños de BAJO RIESGO: (i) una edad comprendida entre 
1 y 9 años y (ii) recuento de leucocitos de menos de 50.000/mm3. Los 
pacientes con otras edades o aquellos con recuento de leucocitos 
mayores fueron considerados como de ALTO RIESGO129. Estas 
relaciones pronósticas pueden ser explicadas en un gran número de 
casos por la presencia de anormalidades genéticas específicas. 
Por ejemplo, en los niños menores de 1 año, en los que el 
pronóstico es pobre, el 70-80% tienen reordenamientos del gen 
MLL130, 131. En los adolescentes y adultos, las frecuencias de 
reordenamientos MLL y el gen de fusión BCR-ABL, otra anormalidad 
genética asociada con un mal pronóstico también son altas109, 110, 132. 
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Por el contrario, dos anormalidades genéticas asociadas a un curso 
favorable de la enfermedad —la hiperdiploidía (>50 cromosomas por 
célula) y el gen de fusión TEL-AML1— ocurren principalmente en 
niños de 1 a 9 años de edad; la hiperdiploidía además se asocia  a 
recuentos de leucocitos bajos113, 133, 134. 
Un sistema de asignación de riesgo basado en la anormalidades 
genética iniciales podría tener un gran interés pronóstico; sin 
embargo, como se muestra en la Figura 7, el valor predictivo de estas 
anormalidades no es alto. Por ejemplo, hasta un 20% de niños con 
LAL que presentan hiperdiploidía o el gen de fusión TEL-AML1 
eventualmente tienen una recaída108, 133, 134. Una medida útil en el 
análisis del riesgo es el grado de eliminación de las células 
leucémicas de la sangre o de la médula ósea durante la fase inicial de 
la terapia. En los pacientes con LAL-T o LAL-B, la desaparición lenta 
de las células ha resultado ser un indicador de pobre pronóstico122, 
135, 136. 
Otro método es usar la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) o métodos inmunológicos para medir la enfermedad mínima 
residual inmediatamente después de la inducción de la remisión 
clínica, cuando algunos pacientes pueden aún tener hasta 10 
millones de células leucémicas118, 137, 138. Los pacientes que presentan 
una remisión “inmunológica” o “ molecular”, definida como afectación 
leucémica de menos de 0,01% de las células nucleadas de médula 
ósea, tienen mejor evolución clínica que aquellos en los que la 
remisión es identificada únicamente con criterios morfológicos. Por 
otro lado, los resultados de análisis cualitativos de algunos 
transcritos de fusión específicos de algunas leucemias en pacientes 
en remisión no predicen fiablemente la recaída posterior139. 
Se ha  propuesto un sistema de clasificación del riesgo (Figura 
8) que considera el inmnofenotipo de los blastos y el genotipo junto 
con las características clínicas al diagnóstico y el grado de respuesta 
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inicial al tratamiento. Aunque la presencia de la fusión BCR-ABL en 
las células leucémicas generalmente indica una leucemia de alto 
riesgo justificando el trasplante de células madres hematopoyéticas, 
los pacientes con esta anormalidad genética que tienen un recuento 
de leucocitos bajo al diagnóstico o una buena respuesta inicial al 
tratamiento con prednisona pueden ser curados solamente con 
quimioterapia intensiva140, 141. Los pacientes con células leucémicas 
marcadamente hipodiploides o casi haploides tienden a presentar un 
pobre pronóstico e, independientemente de su edad o de su recuento 
de leucocitos inicial, deberían someterse a tratamiento por lo menos 
tan agresivo como el aplicado a pacientes con leucemias de riesgo 
estandar142. 
Los pacientes con LAL de precursores de células B con 
reordenamientos del gen MLL, especialmente niños con la 
traslocación t(4;11) y fusión MLL-AF4, generalmente tienen pobre 
respuesta a la quimioterapia132, 143. Sin embargo, hay un subgrupo de 
pacientes con reordenamientos MLL que tienen una buena 
respuesta143 (Figura 7): aquellos con leucemia de células T con la 
traslocación t(11;19) y la fusión MLL-ENL. Aunque la LAL-T es 
tratada como una leucemia de riesgo estandar en prácticamene todos 
los centros, los pacientes con recuento de leucocitos alto 
(>100.000/mm3) o respuesta inicial al tratamiento tardía precisan 
terapia específica del SNC incluso más intensiva que otros pacientes 
con este fenotipo144. La presencia de cualquier célula leucémica en el 
líquido cefalorraquídeo en el momento del diagnóstico puede indicar 
que la terapia intratecal intensiva es necesaria para prevenir la 
recaída de la enfermedad en el SNC145. 
En los adultos, la frecuencia del gen de fusión BCR-ABL es más 
alta y la frecuencia de cambios genéticos favorables es más baja que 
en los niños (Figura 6)106, 107, 109-111. Incluso para los mismos 
subtipos genéticos de LAL, las tasas de supervivencia son más bajas 
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en adultos que en niños. Por lo tanto, aunque distintos modelos de 
riesgo se han propuesto para adultos con LAL106, el punto de vista 
prevalente es que la mayoría de adultos afectados deberían ser 
considerados como de alto riesgo de recaída y deberían ser tratados 
adecuadamente. Los adultos menores de 30 años de edad tienen 
mejor pronóstico que aquellos entre 30 y 59 años, que a su vez tienen 
mejor pronóstico que los pacientes con 60 años o más106, 107, 110. Los 
adultos con determinados tipos de LAL requieren modificaciones en el 
tratamiento: aquellos con enfermedad de células B debido a su 
excepcional sensibilidad a la terapia123, 124; aquellos con enfermedad 
cromosoma Filadelfia positivo, debido a su resistencia a la 
quimioterapia sola109, 110; aquellos con leucemia pre-T (CD7 +, CD2 -, 
CD5 -), porque la respuesta a la quimioterapia no es tan buena como 
en los pacientes con leucemia de fenotipo T más maduro111; y 
pacientes ancianos, quienes toleran mal el tratamiento107. 
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FIGURA 7: Análisis Kaplan-Meier  de la supervivencia libre de evento de acuerdo con
los aspectos genéticos de las células blásticas en 369 niños con LAL tratados en el
Hospital de Investigación Infantil St Jude de 1984 a 1997. 
La relativa buena supervivencia de los pacientes con BCR-ABL refleja el éxito de
tratamiento de un subgrupo de pacientes con bajo número de leucocitos al diagnóstico.
La anormalidad E2A-PBX1 (t(1;19)), antaño asociada con pobre supervivencia, ahora
está asociada con el mismo pronóstico favorable que tiene la anormalidad ETV6-CBFA2
(TEL-AML1; t(12;21)). (Tomado de Pui C-H et al. N Engl J Med 1998; 339: 605-615). 
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FIGURA 8: Sistema de clasificación de riesgo propuesto de acuerdo con el inmunofentipo y
genotipo, edad, recuento de leucocitos, respuesta inicial al tratamiento y presencia
/ausencia de enfermedad extramedular (en enfermedad de precursores de células B). 
Todos los pacientes con LAL de células T se consideran de riesgo estándar para la recaída,
excepto aquellos con buena respuesta a la terapia de inducción. Entre los pacientes con LAL
de células B, el grupo de alto riego se define por la presencia del gen de fusión BCR-ABL y
alto número de leucocitos o pobre respuesta inicial a la terapia de inducción,
reordenamientos MLL (en niños), o falta de respuesta a la terapia de inducción. Los
pacientes con LAL de bajo riesgo tienen un inmunofenotipo de células de precursores B con
hiperdiploidía (>50 cromosomas), el gen de fusión ETV6-CBFA2 (TEL-AML1), o una edad de
1 a 9 años y menos de 50000 leucocitos /mm3, con respuesta inicial favorable a la
quimioterapia. Los demás pacientes con LAL de células de precursores B se consideran de
riesgo estándar. La terapia con antimetabolitos y pulsos de vincristina y dexametasona es
suficiente para el tratamiento de la LAL de bajo riesgo, mientras que la LAL de riesgo
estándar requiere terapia con multidrogas más intensiva. Los pacientes con LAL de alto
riesgo son candidatos a trasplante de stem-cell. CNS=Sistema Nervioso Central. Los
pacientes con LAL de células maduras B no están incluídos en esta clasificación debido a
que requieren terapias especializadas. (Tomado de Pui C-H et al. N Engl J Med 1998; 339:
605-615). 
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I-C. GEN DE LA CALCITONINA Y METILACION 
 
Como ya hemos comentado, la alteración en la metilación del 
ADN es una, entre otras, de las anormalidades observadas en 
distintos tipos de neoplasias, entre ellas también las hematológicas. 
Las modificaciones en los patrones de metilación del ADN se han 
postulado recientemente como uno de los posibles orígenes de la 
carcinogénesis. La metilación de los residuos de citosina en las islas 
CpG en la región promotora de varios genes supresores de tumores se 
ha observado específicamente en células neoplásicas y dicha 
hipermetilación se correlaciona con la supresión de la expresión de 
dichos genes146, 147. 
El brazo corto del cromosoma 11 ha centrado la atención de 
forma especial en relación con las alteraciones de la metilación en el 
cáncer148. Este hecho se debe, sobre todo, a su alto contenido en 
genes relacionados con la regulación del crecimiento celular, 
especialmente un gen supresor de tumores: el CDKN1C, el cual 
codifica el inhibidor cinasa ciclín-dependiente (CDK) p57KIP2149, 
localizado exactamente en la banda 11p15.5. El gen de la calcitonina 
(CALC1) está también localizado en esta área, concretamente en la 
banda 11p15.4, y debido a los numerosos sitios potenciales para la 
metilación de islas CpG en su región 5´, este gen ha servido de 
marcador del estado de metilación en la región 11p15150. En este 
sentido, la hipermetilación del gen CALC1 se ha descrito en 
leucemias agudas, síndromes mielodisplásicos, linfomas y tumores 
sólidos151-153. Además, un hallazgo interesante ha sido comprobar 
que el gen CALC1 está normalmente metilado en la Leucemia 
Mieloide Crónica en su fase crónica, pero se observa hipermetilado 
cuando la enfermedad progresa, sugiriendo que el cambio en el 
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estado de metilación de dicho gen se correlaciona con la progresión 
de la enfermedad154, 155. 
En lo que se refiere a la metilación del gen CALC1 en la LAL, se 
ha descrito en un trabajo que estudiaba 14 pacientes pediátricos que 
13 de dichos enfermos mostraban un número incrementado de sitios 
CpG metilados en el momento del diagnóstico cuando se comparaban 
con ADN control procedente de individuos sanos156. Además este 
estudio ponía de manifiesto que la región 5´ del gen CALC1 está 
metilada significativamente en un grado mayor en las LAL-T 
comparadas con las LAL-B156. De igual manera se analizaron los 6 
pacientes que recayeron y se observó un incremento en la metilación 
del ADN en el momento de la recaída con respecto al diagnóstico 
inicial, sugiriendo que la metilación aberrante del ADN puede jugar 
un papel importante en la progresión tumoral156. 
 
I-C. 1. CICLO CELULAR Y p57KIP2 
 
La capacidad de proliferación de una célula viene determinada 
por la maquinaria molecular implicada en su ciclo celular que ejecuta 
de forma ordenada una serie de procesos que culminaran con la 
división de la célula. 
El ciclo celular se ha dividido clásicamente en 2 fases: MITOSIS 
e INTERFASE. En la interfase la célula crece y duplica su material 
genético; a su vez tiene tres subfases: G1, S y G2. 
En G1 se sintetizan una serie de proteínas necesarias para la 
progresión a la fase S (de Síntesis), en la que se produce la 
replicación del material genético. La fase G2 es el intervalo que 
precede a la fase M (de Mitosis), en la que tiene lugar la división 
nuclear y citoplasmática. En la transición G1/S y en G2/M existen 
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puntos de control157 que aseguran que células con lesiones en el ADN 
no progresen en el ciclo celular. Así, en la fase G1 se encuentran 
puntos de control que actúan frenando el ciclo celular si se detectan 
alteraciones en el ADN, para permitir la reparación del mismo antes 
de la progresión del ciclo celular. En esta fase se ha definido un 
período de tiempo denominado punto R o de restricción158, cuya 
superación lleva a las células a progresar a lo largo del ciclo celular 
independientemente de la presencia de estímulos mitóticos. Pasado 
este punto, la célula se vuelve refractaria a la acción de señales 
extracelulares. Por lo tanto, es en la fase G1 cuando se decide si la 
célula continúa progresando a lo largo del ciclo celular o, por el 
contrario, lo abandona y entra en un estado de quiescencia (G0). 
Las principales proteínas del ciclo celular son las ciclinas y las 
cinasas dependientes de ciclinas (CdKs). Estas dos proteínas se 
asocian formando complejos, en los que la cinasa corresponde a la 
subunidad catalítica y la ciclina es la subunidad reguladora. Estos 
complejos están sometidos a un importante sistema de regulación ya 
que serán los encargados de activar el ciclo celular al fosforilar a 
diversos sustratos  entre los que se encuentran principalmente la 
proteína del gen Retinoblastoma (pRb). Una vez en su forma 
hiperfosforilada, pRb liberará toda una serie de factores de 
transcripción importantes para la progresión del ciclo celular159, 160. 
 
I-C. 1. 1. CINASAS DEPENDIENTES DE CICLINAS (CdKs) 
Las CdKs se caracterizan por necesitar la unión de la ciclina 
para ser activas, por eso han recibido este nombre. Todas las CdKs 
son serina/treonina cinasas cuyas secuencias tienen una homología 
superior al 50%. Presentan una región altamente conservada llamada 
PSTAIRE, que está implicada en la unión a la ciclina y posiblemente 
sea en parte responsable de que esta unión sea específica a las 
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distintas ciclinas. Hasta la fecha actual, se han descrito 8 miembros 
de esta familia en células humanas161. Cada CdK se asocia de 
manera específica a una o varias ciclinas y realiza su función en un 
punto concreto del ciclo celular (Figura 9). 
 
I-C. 1. 2. CICLINAS 
Destacan cuatro clases que claramente están implicadas en el 
control del ciclo celular. Se clasifican en dos grupos según su patrón 
de expresión y actividad: ciclinas de fase G1, formadas por ciclina D y 
E, y ciclinas mitóticas, formadas por ciclina A y B (B1 y B2). Cuando 
la célula entra en ciclo desde G0, las ciclinas de tipo D y la ciclina E 
se sintetizan secuencialmente durante la fase G1162. Existen tres 
tipos de ciclinas D: D1, D2 y D3163, cuya expresión depende de 
factores de crecimiento. Su sobreexpresión  lleva a un acortamiento 
moderado de la fase G1, una disminución del tamaño celular y a una 
independencia a la acción de agentes mitógenos164, 165. La ciclina D 
podría estar implicada en el control del punto de restricción actuando 
como un sensor de la célula para detectar la presencia de factores de 
crecimiento y permitir integrar la información del medio externo con 
la maquinaria de control de la división celular164, 166, 167. La ciclina E 
parece estar implicada en el inicio de la replicación del ADN siendo 
crucial en la transición G1/S168. Tiene un patrón cíclico de expresión  
y su sobreexpresión implica un acortamiento de la fase G1 y un 
tamaño celular menor165. La expresión de esta ciclina parece estar 
inducida por la proteína p53, lo que sugiere que podría participar en 
la respuesta de la célula a situaciones de “estrés”169. La ciclina A es 
una ciclina mitótica que participa en el control de la replicación del 
ADN y en la entrada en mitosis170. La ciclina B participa en la mitosis 
y se considera la ciclina por antonomasia171. 
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I-C. 1. 3. COMPLEJOS CdK/CICLINAS 
Durante la fase G1 y la transición G1/S están activos los 
complejos CdK asociados a ciclinas de fase G1. La ciclina D se asocia 
sobre todo a CdK4 y CdK6. La actividad de estas quinasas se detecta 
a partir de la mitad de G1 y se incrementa a medida que se acercan a 
la transición G1/S172. La ciclina E se une con la CdK2 y recientes 
datos sugieren que también puede ensamblarse con CdK3. Este 
complejo está activo hacia el final de G1 y en la fase S, en la cual 
también permanece activo CdK2/ciclina A. Ambos complejos parecen 
ser importantes en el proceso de replicación del ADN168, 170. En la 
transición G2/M y en la mitosis se encuentran activos 
principalmente CdK2/ciclina A y CdK2/ciclina B170 (Figura 9). 
Los complejos CdK/ciclina fosforilarán diferentes sustratos en 
las diferentes fases del ciclo celular. El sustrato principal de los 
complejos constituídos por ciclinas de fase G1 es la pRb173. pRb  
inhibe la progresión del ciclo celular cuando se encuentra 
hipofosforilada porque en esta forma secuestra factores que son 
necesarios para la transcripción de genes implicados en la progresión 
hacia la fase S, entre ellos el E2F. pRb será fosforilado por diferentes 
complejos CdK/ciclina hasta el final de la mitosis, de esta forma los 
factores de transcripción permanecerán libres y permitirán la 
progresión a lo largo del ciclo. CdK4/ciclina D será el primer complejo 
que fosforilará a pRb durante la fase G1 (en el denominado punto R), 
permitiendo la progresión de la célula a través de G1/S172 (Figura 9). 
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Figura 9: Cada complejo CDK/ciclina realiza su función en un punto
concreto del ciclo celular. CDK 4/ciclina D será el primer complejo que
fosforilará a pRb durante la fase G1 (en el denominado punto R),
permitiendo la progresión de la célula a través de G1/S. pRb en su forma
hiperfosforilada liberará una serie de factores de transcripción
importantes para la progresión a lo largo del ciclo celular. 
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I-C. 1. 4. INHIBIDORES DE CdKs 
Los inhibidores de CdKs se agrupan en dos familias sobre la 
base de la similitud de sus secuencias, su modo de acción y su 
especificidad de sustrato. Una de ellas es la familia KIP y la otra la 
denominada INK4. Dentro de la primera encontramos 
p21/Cip1/Waf1174, p27/KIP1175, 176 y p57/KIP2177. Los componentes 
de esta familia son capaces de inhibir todos los complejos 
CdK/ciclina de fase G1 y S, y en menor medida CdC2175-178. 
p21waf1 fue una de las primeras proteínas inhibidoras de CdKs 
identificada174. Se une e inhibe las CdKs necesarias para la iniciación 
de la fase S, también se une al antígeno de proliferación nuclear 
(PCNA) pudiendo inhibir su actividad replicativa sin inhibir su 
capacidad reparatoria. p21 puede ser activada por p53 normal174. 
Inhibidores del ciclo celular como TNFα, TGFβ y el interferón gamma 
pueden inducir p21 de una forma independiente de p53179. 
p27 también interactúa con diferentes complejos CdK/ciclina y 
es capaz de responder a diferentes señales mitógenas y 
antimitógenas. 
p57 es uno de los últimos miembros de la familia KIP 
descrito177. También puede interactuar con diferentes complejos 
CdK/ciclina y podría estar implicado en la salida de las células del 
ciclo celular durante el desarrollo y en la diferenciación de algunos 
tipos celulares. 
La familia INK4 esta formada por cuatro miembros: 
p16/INK4a180, p15/INK4b181, p18/INK4c y p19/INK4d182. Son 
inhibidores específicos de CdK4 y CdK6 y su mecanismo de acción 
consiste en competir con las ciclinas D por la unión a las CdKs. 
También pueden disociar los complejos CdK/ciclina desplazando a la 
ciclina y uniéndose a la CdK. 
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P16 determina la inhibición de la actividad catalítica del 
complejo CdK/ciclina D, lo que impedirá la fosforilación de pRb y la 
progresión a través de G1/S. Parece ser que la regulación de p16 y 
pRb viene determinada por un mecanismo de “feed-back”183. 
La supresión del crecimiento celular por parte de p18, al igual 
que p16, parece ser dependiente de la existencia de una proteína pRb 
normal endógena184. Por su parte, p19 es capaz de unirse e inhibir 
tanto a CdK4 como a CdK6. 
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II. JUSTIFICACION Y 
OBJETIVOS 
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Aunque, como hemos comentado previamente, las 
anormalidades genéticas, especialmente las traslocaciones 
cromosómicas, están bien establecidas como marcadores pronósticos 
entre los pacientes afectos de LAL y que además los transcritos de 
fusión de dichas traslocaciones pueden ser de utilidad no sólo en el 
momento del diagnóstico sino también en la monitorización de la 
enfermedad mínima residual, en la recaída precoz y en la respuesta 
al tratamiento; dichas anormalidades se detectan solamente en una 
baja proporción de pacientes y en subtipos morfológicos específicos 
de LAL. Es por ello, que se hace necesario identificar otros factores 
que puedan ayudarnos en la valoración pronóstica de estos 
pacientes. 
Muy recientemente, varios investigadores han descrito 
anormalidades (como por ejemplo la metilación) de genes supresores 
de tumores o de genes reguladores del ciclo celular en pacientes con 
LAL. También, como hemos visto, se ha observado hipermetilación 
del gen CALC1 en el momento del diagnóstico y en el momento de la 
recaída en enfermos con LAL, apuntando el papel de la metilación en 
la progresión de la LAL. Sin embargo, hasta el momento son muy 
pocos los estudios que han analizado la repercusión de esta 
anormalidad sobre la evolución clínica en pacientes afectos de LAL. 
Por todo ello, nos proponemos como objetivos de esta tesis: 
1. Examinar si hay relación entre la metilación del gen CALC1 y 
la presentación clínica de pacientes con LAL. 
2. Analizar si hay correlación entre este hecho molecular y la 
evolución de la enfermedad. 
3. Investigar si la metilación del gen CALC1 se relaciona con 
una alteración en la expresión del gen p57KIP2. 
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III. HIPOTESIS 
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Con los anteriores objetivos pretendemos demostrar nuestra 
hipótesis de trabajo: 
 
La hipermetilación del gen de la calcitonina en pacientes 
afectos de LAL es un marcador de mal pronóstico en dichos 
pacientes y se relaciona con una disregulación de la expresión 
del gen supresor de tumores p57KIP2. 
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IV-A. PACIENTES 
 
De los pacientes diagnosticados de LAL en el período 
comprendido entre Octubre de 1984 y Enero del 2000, incluimos en 
nuestro estudio 105 pacientes que provenían de 3 hospitales 
diferentes: Hospital Reina Sofía (n= 72); Hospital Carlos Haya de 
Málaga (n=23); y Hospital Doce de Octubre de Madrid (n=10). 
La mediana de edad de dichos pacientes en el momento del 
diagnóstico se situó en los 14 años (rango de 0,5 a 82 años); 56 
pacientes fueron niños, con una mediana de edad de 5 años (rango 
0,5-14); y 49 fueron adultos: mediana de edad de 34 años (rango 15 a 
82). 76 pacientes eran varones (38 varones adultos y 38 niños) y el 
resto (n=29) fueron mujeres (11 mujeres adultas y 18 niñas). 
Sesenta pacientes fueron casos diagnosticados 
consecutivamente (desde Enero de 1996) y se estudiaron 
prospectivamente. Los 45 casos restantes se seleccionaron en base 
solamente a la disponibilidad de muestras del diagnóstico 
criopreservadas y fueron estudiados retrospectivamente. Se obtuvo el 
consentimiento informado de los pacientes o de sus tutores. 
No se encontraron diferencias significativas en relación con las 
características demográficas de los pacientes entre nuestro grupo de 
estudio y otras series estudiadas con anterioridad de pacientes con 
LAL185-188. 
La media de leucocitos al diagnóstico fue de 45,7 x 109/L 
(intervalo de 0,7 a 475 x 109/L), la de hemoglobina era de 10,25 
gr/dL (intervalo de 3,70 a 16,50) y la de plaquetas fue de 90,6 x 
109/L (intervalo de 6 x 109/L a 408 x 109/L). Según la clasificación 
FAB para las leucemias agudas linfoblásticas en el grupo de estudio 
se observaron 39 L1, 58 L2 y 8 L3. De las 105 LAL diagnosticadas, 82 
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fueron de estirpe celular B y las restantes (n=23) fueron de línea T. 
Cinco pacientes presentaron afectación del SNC al diagnóstico 
(definida como presencia de > 5 células blásticas / mL en el estudio 
de LCR en el momento del diagnóstico); 59 pacientes tenían 
organomegalias inicialmente (esplenomegalia, hepatomegalia o 
ambas) y en 34 se observaba masa mediastínica en las radiografías 
de tórax realizadas en el diagnóstico.  
En cuanto a las alteraciones moleculares y/o citogenéticas 
detectadas comentaremos que 16 pacientes presentaban transcritos 
BCR-ABL, en 3 pacientes se observaba la traslocación t(1;19), cuatro 
pacientes tenían alteraciones de la región cromosómica 11q23, en 8 
se constataba anormalidades del cromosoma 8 (t(8;14), t(2;8) y 
t(8;22)), seis sujetos presentaban alteraciones de los cromosomas 7 
y/o 14. Cuarenta y seis pacientes tenían un cariotipo normal y 21 
presentaban otras alteraciones no descritas con efecto  pronóstico. 
Los pacientes fueron estratificados en grupos de riesgo de 
acuerdo con los protocolos terapeúticos empleados, dicha 
estratificación está basada en todos los casos en aspectos pronósticos 
(incluyendo la citogenética). Además, para el ulterior análisis 
estadístico, los niños también fueron agrupados de acuerdo con los 
criterios de clasificación de riesgo del Instituto Nacional del Cáncer 
(INC) de EE.UU129. 
Clasificación del riesgo según el INC. 
CARACTERISTICAS 
CLINICAS 
 
RIESGO ESTANDAR 
 
RIESGO ALTO 
 
EDAD 
 
1-9 años 
<1 año 
>/= 10 años 
 
LEUCOCITOS AL 
DIAGNOSTICO (x 109/L) 
 
< 50 
 
>/=50 
 
FENOTIPO B vs. T 
 
LAL línea B 
 
LAL línea T 
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La terapia se administró según los protocolos vigentes en cada 
momento del diagnóstico del grupo PETHEMA185-188. 
Cuarenta y tres pacientes recayeron. Veintitrés pacientes 
fueron sometidos a transplante  de células madres hematopoyéticas 
(10 autólogos y 13 alogénicos) en primera remisión completa (n=7) o 
en segunda remisión completa (n=16). Cincuenta y ocho pacientes se 
encuentran actualmente vivos. 
Las características clínicas de los pacientes incluidos en el 
estudio se detallan en las Tablas 1, 2 y 3. 
 
TABLA 1. CARACTERISTICAS CLINICAS Y EVOLUCION DE LOS 105 PACIENTES DE 
ACUERDO CON EL ESTADO DE METILACION DEL GEN CALC1.
HIPOMETILADOS (n=58) HIPERMETILADOS (n=47) p
-EDAD (mediana) 19,7+/-20,5 20,7+/-17,8 NS
<15 Años 34 22
>15 Años 24 25
-SEXO (H/M): 41/17 35/12 NS
-LEUCOCITOS(109/L): 51,2+/-81,2 39,0+/-44,2 NS
<50·109/L 41 37
>50·109/L 17 10
-BLASTOS PERIFERICOS (%): 58,8+/-27,0 53,3+/-32,0 NS
-HEMOGLOBINA  (g/dL): 9,7+/-2,8 10,8+/-3,2 NS
-PLAQUETAS  (109/L): 78,0+/-70,6 103,2+/-87,0 NS
-CLASIFICACION FAB (n): NS
L1 23 16
L2 29 29
L3 6 2
-LINEA CELULAR (n): 0,025
B 50 32
T 8 15
-ENFERMEDAD SNC al DIAGNOSTICO (n): 4 1 NS
-ORGANOMEGALIAS (n): 34 25 NS
-MASA  MEDIASTINICA (n): 18 16 NS
-ANTIGENOS MIELOIDES + (n): 13 5 NS
-CD34 + (n): 29 19 NS
-TMO (n): 9 14 NS
-MEJOR RESPUESTA (n): NS
RC 49 43
NO CR 7 6
-ANORMALIDADES
CITOGENETICAS/MOLECULARES (n): NS
BCR-ABL 6 10
t(1;19) 2 1
11q23 3 1
c-Myc 4 4
7q35 - 14q11 2 4
NORMAL 26 20
OTROS 12 9
NO DETERMINADOS 1 0
-RECAIDA (n): 11 32 <0,00001
-EXITUS (n): 21 26 0.06
TABLA 2. CARACTERISTICAS CLINICAS Y EVOLUCION DE LOS 49 PACIENTES CON 
LAL DEL ADULTO DE ACUERDO CON EL ESTADO DE METILACION DEL GEN CALC1.
HIPOMETILADOS (n=24) HIPERMETILADOS (n=25) p
-EDAD (mediana): 39,2+/-18,4 32,8+/-16,3 NS
-SEXO (H/M): 18/6 20/5 NS
-LEUCOCITOS (109/L): 56,2+/-98,2 49,7+/-54,3 NS
<50·109/L 16 18
>50·109/L 8 7
-BLASTOS PERIFERICOS (%): 57,7+/-28,6 59,53+/-31,9 NS
-HEMOGLOBINA  (g/dL): 10,9+/-3,0 11,9+/-3,2 NS
-PLAQUETAS (109/L): 82,1+/-63,7 88,2+/-89,3 NS
-CLASIFICACION FAB (n): NS
L1 5 6
L2 15 18
L3 4 1
-LINEA CELULAR (n): 0,01
B 21 14
T 3 11
-ENFERMEDAD SNC al DIAGNOSTICO (n): 2 0 NS
-ORGANOMEGALIAS (n): 12 13 NS
-MASA MEDIASTINICA (n): 9 8 NS
-ANTIGENOS MIELOIDES + (n): 5 5 NS
-CD34 + (n): 10 13 NS
-TMO (n): 7 10 NS
-MEJOR RESPUESTA (n): NS
RC 16 22
-GRUPO RIESGO PETHEMA (n): NS
ESTANDAR 4 6
ALTO 20 19
-ANORMALIDADES
CITOGENETICAS/MOLECULARES (n): NS
BCR-ABL 5 8
t(1;19) 0 0
11q23 1 0
c-Myc 3 3
7q35 - 14q11 0 2
NORMAL 14 8
OTROS 8 4
NO DETERMINADOS 0 0
-RECAIDA (n): 7 17 0,01
-EXITUS (n): 14 16 NS
TABLA 3. CARACTERISTICAS CLINICAS Y EVOLUCION DE LOS 56 PACIENTES CON 
LAL INFANTIL DE ACUERDO CON EL ESTADO DE METILACION DEL GEN CALC1.
HIPOMETILADOS (N=34) HIPERMETILADOS (N=22) p
-EDAD (mediana): 5,3+/-4,1 6,1+/-4,8 NS
-SEXO (H/M): 23/11 15/7 NS
-LEUCOCITOS (109/L): 47,8+/-68,1 26,8+/-24,9 0,01
<50·109/L 25 19
>50·109/L 9 3
-BLASTOS PERIFERICOS (%): 59,6+/-26,2 46,6+/-31,4 NS
-HEMOGLOBINA  (g/dL): 8,9+/- 2,5 9,5+/- 2,8 NS
-PLAQUETAS (109/L): 75,3+/-70,4 89,1+/-73,2 NS
-CLASIFICACION FAB (n): NS
L1 18 10
L2 14 11
L3 2 1
-LINEA CELULAR (n): NS
B 29 18
T 5 4
-ENFERMEDAD SNC al DIAGNOSTICO (n): 2 1 NS
-ORGANOMEGALIAS (n): 22 12 NS
-MASA  MEDIASTINICA (n): 9 8 NS
-ANTIGENOS MIELOIDES + (n): 8 0 0,01
-CD34 + (n): 19 6 0,03
-TMO (n): 2 4 NS
-MEJOR RESPUESTA (n): NS
RC 33 21
-GRUPO RIESGO PETHEMA  (n): NS
ESTANDAR 11 5
ALTO 23 17
-GRUPO RIESGO NCI (n): NS
ESTANDAR 19 13
ALTO 15 9
-ANORMALIDADES
CITOGENETICAS/MOLECULARES (n): NS
BCR-ABL 1 2
t(1;19) 2 1
11q23 2 1
c-Myc 1 1
7q35 - 14q11 2 2
NORMAL 12 12
OTRAS 4 5
NO DETERMINADAS 1 0
-RECAIDA (n): 4 15 0,00002
-EXITUS (n): 7 10 0,02
Material y Métodos. 
 53
 
IV-B. METODOS 
 
IV-B. 1. DETECCION DEL FENOTIPO INMUNOLOGICO 
 
Los antígenos de la superficie celular se detectaron por técnicas 
de inmunofluorescencia directa en análisis realizados con citometría 
de flujo usando un panel de anticuerpos marcados con isotiocianato 
de fluoresceína o ficoeritrina reactiva con antígenos linfoide y 
mieloides (CD1, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, CD10, CD19, CD 
22, CD13, CD14, CD33, CD34 y HLA-Dr) (Becton-Dickinson, San 
José, CA, USA). Cuando se expresaban antígenos mieloides en, al 
menos, el 20% de las células, se empleó un análisis de fluorescencia 
dual usando ficoeritrina conjugada con Ac monoclonales dirigidos 
contra antígenos mieloides con la finalidad de confirmar la 
coexpresión de ambos antígenos en la misma célula. El análisis y la 
obtención de los datos se llevó a cabo a través de un Coulter Profile II 
(Hialeah, FL, USA). El análisis se restringió a la población leucémica 
por medio del tamaño y complejidad celular según parámetros de 
dispersión frontal y lateral de luz. Para la detección 
intracitoplasmática de la mieloperoxidasa, la detección de CD22, CD3 
y TdT se realizó una tinción inmunocitoquímica usando la técnica 
fosfatasa alcalina/antifosfatasa alcalina (FAFAA) y el empleo de 
anticuerpos monoclonales específicos MPO-7 (Dako, Glostrup, 
Denmark), CD22 y CD3 (Becton-Dickinson, San José, CA, USA) y TdT 
(Inmunotech, Marseille, France). 
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IV-B. 2. CITOGENÉTICA 
 
Para los análisis citogenéticos, se cultivaron células 
procedentes de la médula ósea en medio de McCoy suplementado con 
un 20% de suero "fetal calf" y antibióticos durante 48 horas. 
Las preparaciones cromosómicas fueron teñidas con solución 
de Giemsa al 5% siguiendo los procedimientos habituales. Se 
analizaron un mínimo de 25 metafases por muestra. Esto permitió la 
detección de un clon celular menor con un 5% de sensibilidad. 
 
IV-B. 3. AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS 
 
IV-B. 3. 1. EXTRACCIÓN DEL ADN 
El ADN procedente de muestras de médula ósea de pacientes 
con un porcentaje en blastos superior a un 90% fue aislado siguiendo 
un método de extracción salina carente de solventes orgánicos189, 190. 
El botón leucocitario fue disuelto en 3 ml de tampón de lisis de 
leucocitos (10 mM Tris-HCl, 400 mM NaCl y 2 mM Na2EDTA, pH 8.2). 
El lisado celular se digirió durante una noche a 37ºC con 0.2 ml de 
SDS al 10% y 0.5 ml de solución de proteinasa K (1 mg de proteinasa 
K en 1% de SDS y 2 mM de Na2EDTA). Tras la digestión, se añadió 1 
ml de una solución de NaCl 5.5 M y se centrifugó. El sobrenadante 
fue transferido a otro tubo donde se añadió dos volúmenes de etanol 
absoluto. El precipitado de ADN fue recuperado y disuelto en tampón 
Tris-EDTA (10mM-0.2mM). La concentración del ADN se midió con 
un espectrofotómetro a 260 nm de longitud de onda. La pureza del 
ADN fue determinada mediante la ratio de lecturas 260nm/280nm. 
Se consideró que un ADN era válido para el estudio si dicha pureza 
oscilaba entre 1.6 y 2.0. El ADN fue conservado a 4ºC hasta su uso. 
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IV-B. 3. 2. EXTRACCIÓN DEL ARN 
El ARN se extrajo de la capa leucocitaria de médula ósea de 
pacientes que contenían >90% de blastos en todos los casos y de 
donantes de médula ósea como controles negativos. Se empleó el 
método de la guanidina ácida/fenol/cloroformo191, con 
modificaciones que incluyeron la utilización de un producto comercial 
(Ultraspec, Biotecx, USA) con el fin de simplificar el procedimiento. 
Todas las muestras se dividieron en tres alícuotas que se trataron por 
separado. 
La capa de leucocitos se homogeneizó en 1 ml de Ultraspec y 
congeladas a -70ºC hasta la extracción del ARN. Una vez 
descongeladas, se añadió 0.2 ml de cloroformo absoluto y se 
centrifugaron. El sobrenadante, libre de contaminación por ADN 
genómico, se transfirió a otro tubo al que se añadió un volumen de 
isopropanol. Tras su centrifugación, el precipitado de ARN fue lavado 
dos veces con etanol al 75% y disuelto en 50-75 µl de agua 
bidestilada tratada con dietilpirocarbamato al 1% como inhibidor de 
ARNasas. Todo el proceso se realizó a 4ºC y la concentración final de 
ARN fue cuantificada por espectrofotometría a 260 nm. 
 
IV-B. 4. DIGESTION DE RESTRICCION Y TECNICA PCR 
PARA DETECTAR METILACION EN EL GEN CALC 1 
 
Se empleó una técnica basada en la reacción en cadena de la 
polimerasa (PCR) diferencial semicuantitativa que es capaz de 
detectar cambios sutiles en los patrones de metilación del gen 
humano CALC1192. 
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Esta técnica se basa en tres principios: 
a) Digestión del ADN con una enzima de restricción sensible a 
la metilación. 
b) Amplificación simultánea del gen diana (región 5’ del gen 
CALC1) y un gen de referencia para la medida cuantitativa 
de la metilación. 
c) Amplificación simultánea de un competidor con idénticos 
sitios de unión a los cebadores que el gen diana como 
control de una correcta digestión. 
 
Cinco microgramos de ADN genómico se digirieron 
completamente en 50 µl de volumen total de digestión con 50 U de 
Hpa II tal como recomienda el fabricante (Promega, Madison, WI, 
USA) y fueron luego precipitados con acetato amónico y etanol. El 
pellet así obtenido se lavó 2 veces  con una solución de etanol al 70% 
y se disolvió en 50 µl de agua destilada. Cinco microlitros 
(aproximadamente 0,5 µgr) de esta solución se añadió en una mezcla 
para PCR de 45 µl de volumen constituída por: 200 µM de cada uno 
de los cuatro dNTP, 10 mM de Tris-HCl a un pH de 8,3, 1,5 mM de 
MgCl2, 50 mM de KCl, 0,001% de gelatina, 2,5 U de Taq polimerasa 
de ADN (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN, USA), 0,5 
mM de cada uno de los cebadores —CA1 (5’-
CATCTGTACCTTGCAACTCA-3’) y CA4 (5’-
TGCAGTGCGAGAGAGTAAGA-3’)— y 0,25 mM de cada uno de los 
cebadores —IFN5’ (5’-GGCACAACAGGTAGTAGGCG-3’) y IFN3’ (5’-
AAGGCAGGGGCCAGAAAGTA-3’). Los cebadores CA1 y CA4 se unen 
al gen CALC1 y amplifican un producto de 1197 pares de bases (pb) 
de tamaño siempre y cuando la secuencia esté metilada, ya que la 
Hpa II sólo reconoce sitios de restricción no metilados. Como se 
muestra en la Figura 10, los cebadores fueron seleccionados de 
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manera que tres sitios de restricción se incluyeran en la secuencia de 
amplificación. Como medida de integridad del ADN, se coamplificó un 
fragmento de 928 pb del gen humano de β-interferon (IFN) sin sitios 
de restricción por parte de la enzima Hpa II como control interno. 
 
 
 
FIGURA 10: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Mapa de restricción de la región 5´ del gen CALC1. Las líneas horizontales 
representan los intrones y los rectángulos representan los exones. Las flechas 
verticales muestran las posiciones de los sitios de reconocimiento de la enzima 
HpaII. Las flechas horizontales representan los primers usados en nuestros 
experimentos de PCR. 
Exon1 Exon2 Exon3 
M2         M3                         M4                                       M5                             
                                                                                                                            M6 
CA1                                                            CA6      CA4 
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Con la finalidad de asegurar una digestión completa por parte 
de la endonucleasa Hpa II, 100 ng de un competidor no metilado se 
añadió a la digestión. Este competidor fue generado con los 
cebadores CA1 y CA6 (5’-
TGCAGTGCGAGAGAGTAAGAGGGAGAGGAGGAAAGGGA-3’) usando 
una PCR, de forma que el competidor era idéntico en sus lugares de 
unión al cebador a la región amplificada del gen CALC1. La PCR se 
llevó a cabo posteriormente con los cebadores CA1 y CA4, los cuales 
se unían tanto al gen CALC1 y al competidor. En caso de que la 
restricción enzimática fuera inhibida, los cebadores CA1 y CA4 
amplificaban un producto de 1197 pb del gen CALC1 junto con un 
producto de 1069 pb del competidor (Figura 11). 
 
FIGURA 11: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A) Muestra de LAL hipermetilada detectada usando la técnica de PCR. La banda 
superior representa el producto de amplificación de 1197 bp del gen CALC1 y la 
banda inferior el producto de 928 bp del gen β-interferon. B) ADN normal más un 
competidor no “cortado” con HpaII; por tanto se ven tres bandas: la banda 
intermedia representa el fragmento de 1069 bp derivado de la amplificación por 
PCR del competidor. 
CALC1 (1197 bp) 
 COMPETIDOR (1069 bp) 
IFN (928 bp) 
   A                            B 
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La PCR fue llevada a cabo durante 28 ciclos bajo las siguientes 
condiciones: 94ºC durante 1 minuto; 57ºC durante 1 minuto; 72ºC 
durante 2 minutos. Veinte microlitros de la reacción de PCR se 
sometieron a migración en una cubeta de electroforesis en un gel de 
agarosa al 0,8% teñido con bromuro de etidio y posteriormente 
fotografiado bajo luz ultravioleta (Figura 12). Para el análisis 
semicuantitativo de geles se empleó un densitómetro BIO-PRINT y el 
software adecuado para dicho análisis fue proporcionado por el 
fabricante (Vilber-Lourmat, Marne-La-Vallee, France). La ratio, es 
decir, el área bajo la curva del producto del gen CALC1 dividida entre 
el área bajo la curva del producto del gen IFN proporciona un índice 
del estado de metilación de las respectivas muestras (Figura 13). 
 
IV-B. 5. ANALISIS RT-PCR PARA LA EXPRESION DEL 
GEN p57KIP2 
 
ARN total fue extraído de 2 x 106 células medulares usando 
Ultraspec (Biotecx laboratories Inc, Houston, TX, USA). La 
transcripción reversa se desarrolló sobre 1 µgr de ARN total, después 
de calentar a 70ºC durante 5 minutos, con hexámeros al azar como 
cebadores de la reacción. La reacción se llevó a cabo a 42ºC durante 
45 minutos en presencia de 12 U de transcriptasa inversa de virus de 
la mieloblastosis aviar (Boehringer-Mannhein, Germany). El ADNc fue 
amplificado usando cebadores específicos para el gen p57 (sentido: 
5’-TCCACGATGGAGCGTCTTGT-3’; antisentido: 5’-
GTCCACTTCGGTCCACTGCA-3’)193. La reacción PCR se desarrolló 
como sigue: 94ºC durante 7 minutos, 30 ciclos de 94ºC durante 1 
minuto, 58ºC durante 1 minuto y 72ºC durante 1 minuto, seguida de 
una incubación a 72ºC durante 10 minutos. Los productos de PCR se 
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migraron en geles de agarosa al 1,5%. Así mismo se amplificaron 
transcritos del gen RARα para evaluar la integridad del ARN194. 
 
 
FIGURA 12: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
CALC
CALC
   IFNβ 
IFNβ 
A) 
B) 
             MWM          1            2            3           4           5            C+ 
               MWM        1             2            3           4           5            C+ 
Estado de metilación del gen CALC1 detectado usando PCR de un ADN digerido
por HpaII. A) Las líneas 1 a 5 representa donantes sanos y la línea 6 representa
una muestra control metilada. Ningún donante mostraba banda CALC1
indicando hipometilación en este gen. B) Análisis de 6 pacientes con LAL. Se
observó hipermetilación en líneas 1, 3, 5 y 6. Las líneas 2 y 4 estaban
hipometiladas. MWM= marcador de peso molecular. 
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FIGURA 13:            
 
 
 
NUMERO DE PICO VOLUMEN ALTURA AREA 
1 (CALC1) 72632 116 1260 
2 (IFNβ) 210623 161 2100 
 
 
 
 
Las curvas de densidad óptica de los productos de PCR son usadas para 
cuantificar el nivel de metilación del gen CALC1. El pico de la izquierda 
es debido al producto del CALC1 y el pico de la derecha es debido al 
producto del INF-β. 
 
 
IV-B. 6. OTROS ANALISIS MOLECULARES 
 
Se empleó el método de Southern blot estándar para detectar 
reordenamiento en el gen de la cadenas pesadas de la 
inmunoglobulinas y reordenamiento en el receptor β de las células T 
(TCRβ) utilizando las sondas disponibles comercialmente JH ADN y 
CTβ (Oncogene Science, NY, USA). Las alteraciones del locus 11q23 
se estudiaron con la sonda B859 amablemente proporcionada por el 
Dr. Cimino195. Los transcritos p210BCR-ABL y p190BCR-ABL se detectaron 
RATIO 1/2 = 0.6 
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usando la reacción en cadena de la polimerasa reversa (RT-PCR) de 
acuerdo con la técnica descrita por Saglio et al196. 
 
IV-B. 7. ANALISIS ESTADISTICO 
 
Los valores de p para la comparación de variables continuas 
entre grupos de pacientes se calcularon mediante el test de Wilcoxon 
de 2 colas. Los valores de p para variables dicotómicas se calcularon 
mediante el test exacto de Fisher. El resto de los valores de p se 
estimaron mediante el test de Chi-cuadrado (test de Pearson). La 
supervivencia global (SG) fue medida desde el día del diagnóstico 
hasta el día de la muerte por cualquier causa y fue censada 
solamente  para pacientes vivos en el último punto de corte. La 
supervivencia libre de enfermedad (SLE) fue medida desde el día que 
se produjo la remisión completa (RC) hasta la recaída o muerte sin 
recaída, y fue censada solamente para pacientes que estaban vivos  
sin evidencia de recaída en el último seguimiento. La distribución de 
las curvas de SG y SLE se estimaron por el método de Kaplan y Meier 
con un intervalo de confianza del 95% calculado según la fórmula de 
Greenwood. La comparación de la SG y SLE entre grupos se 
determinó en base al test de log-rank. La comparación ajustada para 
valores pronósticos significativos  se realizó en base a los modelos de 
regresión de Cox y a los modelos de regresión de riesgo. Todas las 
fechas de recaída y supervivencia fueron calculadas a 31 de Marzo de 
2000 y todas las fechas de seguimiento fueron censadas en este 
punto. 
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V-A. ESTADO DE METILACION DEL GEN CALC 1 
EN POBLACION NORMAL 
 
En primer lugar, se estudió el estado de metilación dentro del 
gen CALC1 en 30 donantes sanos de M.O. (5 niños y 25 adultos). En 
estos sujetos sólo se detectaba una débil banda CALC1 
ocasionalmente. Esto indicaba que los sitios de metilación (M2, M3, 
M4) en el gen CALC1 estaban fundamentalmente no metilados, por lo 
que fueron cortados por la enzima HpaII y no pudieron ser 
amplificados por la PCR. En el análisis densitométrico, todos ellos 
mostraban una ratio de metilación inferior a 0.2, con una media de 
0.075. Nosotros elegimos arbitrariamente 0.4 como punto de corte 
para identificar los casos en los cuales las células tumorales podían 
ser consideradas como hipermetiladas. Por lo tanto, el rango desde 
0.01 hasta 0.39 se definió como hipometilado, y todas las ratios 
iguales o superiores a 0.4 se consideraron hipermetiladas. 
 
V-B. ESTADO DE METILACION DEL GEN CALC1 
EN LA SERIE GLOBAL 
 
En este análisis prospectivo-restrospectivo de células de M.O., 
la hipermetilación del gen CALC1 se detectó en el momento del 
diagnóstico en el 45% (47/105) de los pacientes con LAL del adulto o 
infantiles de casi todos los subtipos de la FAB. Como se muestra en 
la Tabla 1, la hipermetilación del gen CALC1 se observó más 
frecuentemente en adultos (25/49, 51%) que en los niños (22/56, 
39%), sin embargo, esta diferencia no alcanzó significación 
estadística. Los aspectos clínicos y de laboratorio no diferían 
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significativamente entre pacientes hipermetilados e hipometilados. 
Solamente las LAL de línea T se asociaron con hipermetilación del 
gen CALC1 (14% vs 32%, p=0,025). Los eventos moleculares o 
citogenéticos asociados a un pobre riesgo estaban distribuidos de 
forma similar entre los dos grupos definidos por la metilación del gen 
CALC1. De forma interesante, observamos hipermetilación del gen 
CALC1 en un 43% de pacientes que presentaban un cariotipo normal 
(20/46). 
Así mismo, la Tabla 1 recoge la historia de la recaída, los 
porcentajes de remisión completa y mortalidad para los pacientes que 
mostraban hipermetilado el gen CALC1 así como para los pacientes 
con dicho gen hipometilado. Los porcentajes de RC de los pacientes 
con gen CALC1 hipometilado e hipermetilado fueron del 84% (49/58) 
y 91% (43/47), respectivamente, constituyendo un 87% de RC 
globales. Este hecho sugiere que la hipermetilación de gen CALC1 no 
se correlaciona con la respuesta a la terapia de inducción a la 
remisión. Sin embargo, los pacientes hipermetilados presentaban 
mayor recaída (68% vs 19%, p=0,00001) y mayor mortalidad (55% vs 
36%, p=0,06) que los pacientes hipometilados. La supervivencia libre 
de enfermedad estimada a los 6 años fue del 66,1 ± 9,2% para los 
pacientes hipometilados y del 5,3 ± 4,9% para los pacientes 
hipermetilados (p=0,00001) (Figura 14 A). 
Para evaluar el efecto independiente de la hipermetilación del 
gen CALC1 sobre la SLE, se realizó un análisis multivariable que 
incluía los factores siguientes: presencia de transcritos BCR-ABL, 
número de leucocitos y edad. El número de leucocitos fue incluido 
tanto como una variable continua como un factor dicotómico (<50 x 
109/L y ≥ 50 x 109/L). La edad fue incluida como una variable 
dicotómica (<15 años y ≥15 años). Con este procedimiento se 
identificó a la metilación del gen CALC1 (p=0,0001) y el número de 
leucocitos >50 x 109/L (p=0,0005) como las dos únicas variables 
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independientes. Después de ajustar la asociación de la metilación y el 
número de leucocitos con la SLE, la importancia de los otros factores 
disminuyó considerablemente (Tabla 4 A). 
La SG no difería entre los pacientes hipometilados e 
hipermetilados (41,2 ±16,9% vs 0%, p=0,39). 
 
V-C. ESTADO DE METILACION DEL GEN CALC1 
EN LAL DEL ADULTO E INFANTIL 
 
El análisis separado de los pacientes con LAL del adulto mostró 
los mismos resultados que la serie global (Tabla 2). La 
hipermetilación del gen CALC1 se asoció con LAL de línea T (p=0,01) 
y con un mayor porcentaje de recaídas (p=0,01). En el grupo de 
pacientes hipometilados, la SLE a los 6 años fue del 50,8 ± 13,7%, 
contrastando con el 0% de los pacientes hipermetilados (p=0,01) 
(Figura 14 B). El análisis multivariable mostró que el número de 
leucocitos (p=0,0001) y la metilación del gen CALC1 (p=0,01) eran las 
únicas dos variables independientes que influían en la SLE (Tabla 4 
B). 
La LAL infantil mostraba algunas diferencias comparada con la 
LAL del adulto. La metilación del gen CALC1 no se asociaba con el 
fenotipo T (Tabla 3). Los pacientes hipometilados presentaban mayor 
número de leucocitos (p=0,01), más frecuencia en CD34+ (p=0,03) y 
más frecuencia de positividades para antígenos mieloides (p=0,01) 
que los pacientes hipermetilados. Comparando los niños 
hipermetilados con los niños hipometilados se observó que los 
pacientes hipermetilados presentaban índices altos de recaída (68,1 
vs 11,7%, p=0,00002) y de mortalidad (20,5 vs 50%, p=0,02). De 
forma muy interesante, no se hallaron diferencias en relación con el 
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estado de metilación del gen CALC1 entre los distintos grupos de 
riesgo definidos tanto por el Instituto Nacional del Cáncer (NCI, USA), 
como por el grupo PETHEMA. La SLE estimada a los 6 años fue del 
83,2 ± 7,8% para los pacientes hipometilados y del 7,6 ± 7,2% para 
los pacientes hipermetilados (p=0,0009 por log-rank test) (Figura 14 
C). El análisis multivariable de los potenciales factores pronósticos 
demostró que el estado de metilación del gen CALC1 era un factor 
pronóstico independiente en relación con la SLE (p=0,002) (Tabla 4 
C). La SG no presentaban diferencias entre los niños hipermetilados 
con respecto a los hipometilados (0% vs 66,9 ± 11,9%, p=0,5). 
 
V-D. EXPRESION P57KIP2 EN PACIENTES 
HIPERMETILADOS E HIPOMETILADOS 
 
Debido a que el gen CDKI p57KIP2 es un potencial gen supresor 
de tumores localizado cerca del gen CALC1, hemos estudiado 
también si la metilación del gen CALC1 ocasiona silencio 
transcripcional de esta CDKI. Se estudió el ARN de 10 pacientes con 
LAL hipermetilados (ratio CALC1/INFb >0,8), diez pacientes 
hipometilados (ratio CALC1/INFb <0,1) y 5 donantes sanos (ratio 
<0,01) para la expresión de p57KIP2. Los transcritos p57KIP2 fueron 
indetectables en el 100% de los casos hipermetilados, mientras que 
por el contrario, se observaba una clara banda en todos los casos de 
muestras hipometiladas o muestras normales (Figura 15). 
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FIGURA 14: Supervivencia libre de enfermedad para los pacientes con LAL 
basada en el estado de metilación del gen CALC1. A) Serie global (n=105). B) LAL 
del adulto n (n=49). C) LAL infantil (n=56). 
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TABLA 4: Modelo multivariable de Cox para la supervivencia libre de enfermedad 
en la serie global (A), en la LAL del adulto (B) y en la LAL infantil (C). 
 
A 
VARIABLE  ANÁLISIS MULTIVARIABLE  
 P p# 
BCR-ABL 0,041 0,8 
Nº de blastos  0,029 0,1 
Fenotipo B o T  0.003 0,1 
Leucocitos (dicotómica) 0,0005 — 
Edad (dicotómica) 0,07 0,1 
Leucocitos (contínua) 0,003 0,4 
Metilación CALC1  0,0001 — 
 
 
 
 
B 
 VARIABLE  ANÁLISIS MULTIVARIABLE  
 p p* 
% blastos periféricos  0,01 0.1 
Leucocitos (contínua) 0,0001 — 
Leucocitos (dicotómica) 0,0005 0,4 
Metilación CALC1  0,0128 0,01 
 
 
 
C 
 VARIABLE   ANÁLISIS MULTIVARIABLE  
 p p¶ 
Metilación CALC1  0,0009 0,0026 
Fenotipo 0,0005 — 
Grupos riesgo NCI  0,09 0,6 
Grupos riesgo PETHEMA  0,03 0,1 
 
 
 
 
Edad dicotómica= <15 años o >/=15 años; Leucocitos dicotómica= < 
50x109/L o >/= 50x109/L. 
p# = significación después de ajustar para Leucocitos y metilación CALC1. 
p* = significación después de ajustar para Leucocitos. 
p¶ = significación después de ajustar para el fenotipo. 
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FIGURA 15: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Expresión del ARN del gen p57KIP2 en cuatro pacientes con LAL. Las 
líneas 1 y 2 representan muestras de LAL hipometiladas. En ellas se 
observa tránscritos p57KIP2. Las líneas 3 y 4 representan muestras de 
LAL hipermetiladas. No se observa expresión de p57KIP2. Tráscritos 
RARa se usaron como control de integridad del ARN. 
   1            2           3            4 
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En nuestra serie de pacientes, que parece representar un 
material de estudio no sesgado sobre la base de las características 
generales de los pacientes y a los índices de supervivencia publicados 
en la literatura185-188, hemos demostrado que la hipermetilación del 
gen CALC1 es frecuente y que podría constituir un hecho crucial en 
la génesis de las LAL. La hipermetilación aparece en una proporción 
importante (45%) de los pacientes afectos de LAL tanto infantiles 
como del adulto. Nuestros hallazgos sugieren que la metilación 
aberrante del gen CALC1 se presenta de forma universal y “de novo” 
durante la transformación leucémica en los progenitores 
hematopoyéticos desarrollándose en la línea linfoide tanto B como T y 
en todos los subtipos morfológicos de la FAB. La falta de correlación 
observada entre la hipermetilación del gen CALC1, el número de 
leucocitos al diagnóstico, el porcentaje de blastos periféricos, 
anormalidades citogenéticas y moleculares conocidas puede 
proporcionarnos evidencia para sugerir que la metilación del gen 
CALC1 es un hecho inicial y temprano en la génesis leucémica de la 
línea linfoide. 
Generalmente se ha aceptado que los aspectos clínicos de los 
pacientes con LAL, incluyendo edad y contaje de leucocitos, son 
poderosos marcadores para predecir la evolución ulterior de la 
enfermedad. Sin  embargo, a pesar de la clasificación en grupos de 
riesgo, más del 20% de niños con LAL de riesgo estándar de nuevo 
diagnóstico y más del 50% de pacientes con LAL del adulto están 
destinadas a recaer a pesar de una óptima terapia197. Más 
recientemente, marcadores biológicos reconocidos tales como el 
inmunofenotipo y aspectos genéticos y la respuesta inicial a la terapia 
empleada se han mostrado como factores independientes de los 
tradicionales aspectos clínicos y se ofrecen como marcadores 
adicionales de enfermedad más agresiva129, 132-133, 135, 197-199. En este 
estudio hemos demostrado que la hipermetilación del gen CALC1 es 
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un factor de pobre pronóstico tanto en la LAL infantil como en la del 
adulto. Los pacientes con hipermetilación del extremo 5’ del gen 
CALC1 tenían una supervivencia libre de enfermedad (SLE) peor que 
los pacientes con patrones de metilación “normales”. El análisis 
estadístico multivariable confirmó que la hipermetilación del gen 
CALC1 se asociaba con una SLE más corta.  
Un problema de este estudio es que los pacientes no han 
recibido un tratamiento uniforme, sin embargo, es poco probable que 
el efecto relacionado con el tratamiento aplicado pudiera haber tenido 
un efecto principal en la respuesta de los pacientes a la terapia 
debido a que los tratamientos estaban bien distribuidos entre los 
pacientes con metilación normal o alta. Es de destacar, además, que 
el número de pacientes que recibieron terapia de consolidación 
intensiva con rescate de progenitores hematopoyéticos fue similar en 
los dos grupos. Todos los pacientes estudiados recibieron tratamiento 
de acuerdo con los protocolos, que si bien cambiaron a lo largo del 
período de estudio, siempre estuvieron basados en los regímenes del 
grupo español PETHEMA. Debido a que la asociación entre el año de 
diagnóstico de la LAL y la presencia o ausencia de metilación del gen 
CALC1 es débil, cualquier cambio sutil en los protocolos de 
tratamiento es poco probable que haya provocado confusión en el 
efecto estimado de la metilación CALC1. Por tanto, el estado de 
metilación del gen CALC1 parece ser un nuevo y poderoso parámetro 
pronóstico en los pacientes afectos de LAL. Sugerimos, no obstante, 
que un estudio de este tipo debe realizarse en un grupo amplio de 
pacientes, analizados de forma consecutiva y tratados uniformemente 
en el seno de un protocolo clínico multicéntrico.  
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Podemos decir que este nuevo marcador molecular tiene un 
interés especial en dos grupos de pacientes: 
a) La hipermetilación del gen CALC1 está asociada 
estadísticamente con LAL de células T, un tipo de leucemia 
en la que la mayoría de las anormalidades moleculares no 
tienen significación pronóstica en el contexto de las terapias 
intensivas actuales200. 
b) Más del 43% de los pacientes hipermetilados presentaban 
cariotipos normales, un subtipo considerado generalmente 
de riesgo estándar198. 
Además, el patrón de metilación del gen CALC1 mostraba 
mayor poder estadístico para predecir el desarrollo clínico que los 
grupos de riesgo del PETHEMA o del Instituto Nacional del Cáncer 
(NCI) (EE.UU). Todos estos datos juntos, sugieren que la metilación 
del gen CALC1, hipermetilación  versus hipometilación, podría ser 
usada para definir mejor aún el riesgo de estos subgrupos de 
pacientes. 
Aunque el gen CALC1 se considera generalmente no estar 
relacionado causalmente con procesos malignos201, este gen está 
localizado en el cromosoma 11p15.4 donde parece haber una 
correlación positiva entre la metilación del ADN del gen CALC1 y la 
metilación de dos regiones en el cromosoma 11p15.5 en células 
tumorales202. De forma interesante, un gen supresor de tumores, el 
p57KIP2, el cual codifica un inhibidor de cinasa ciclín-dependiente 
(CDKI) también está localizado en el cromosoma 11, banda p15.5149. 
El patrón de metilación del gen CALC1 en células de la LAL puede 
corresponderse bien con la metilación del gen p57KIP2. En ese caso, 
el silencio transcripcional del gen p57KIP2 a través de la metilación 
del ADN de su promotor puede ser un hecho importante en la 
patogénesis de la LAL. Para comprobar esta hipótesis estudiamos los 
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tránscritos p57KIP2 en pacientes seleccionados tanto con gen CALC1 
hipermetilado como hipometilado. Nuestros resultados mostraban 
que la hipermetilación del gen CALC1 se correlaciona con una 
ausencia en la expresión del gen p57KIP2. 
Se han descrito dos vías principales de regulación del ciclo 
celular203. Primera, en la “vía del Retinoblastoma” las proteínas 
inhibitorias CDK4 y CDK6, también llamadas proteínas INK4, p16 
(INK4A), p15 (INK4B), p18 (INK4C) y p19 (INK4D), regulan el paso de 
la fase G1 a la fase S del ciclo celular. En la segunda vía los puntos 
de control implican a las proteínas p53, p21 (WAF/CIP1), p27 (KIP1) 
y p57 (KIP2) y regulan la transición G1/S. El activador de la 
transcripción, E2F, que se une a pRb, es el punto central de ambas 
vías de regulación. La hiperfosforilación de pRb por medio de las 
CDKs libera E2F aumentando por tanto la transcripción de los genes 
dianas y el ciclo celular. 
Hay evidencia de que estos CDKIs son supresores de tumores y 
que los genes que codifican dichas proteínas pueden ser silenciados a 
través de deleciones alélicas, mutaciones intragenómicas o por la 
metilación del ADN en distintos tipos de tumores, incluyendo las 
LAL204, y por lo tanto pueden ser determinantes importantes del 
desarrollo de la enfermedad. De los miembros de la familia INK4, p16 
y en menor medida p15 son los que se han visto más frecuentemente 
mutados o delecionados en ciertos tipos de cánceres humanos205, 206. 
Se han descrito tres mecanismos diferentes que pueden inactivar el 
gen p16: la deleción de ambos alelos, la deleción de un alelo y una 
mutación intragénica en el alelo restante, y la deleción de un alelo y 
el silenciamiento del restante por metilación207. 
La deleción homocigota del gen p16 constituye uno de los 
principales mecanismos de inactivación del mismo. No obstante, este 
mecanismo de inactivación de p16 podría traer consigo la 
inactivación de, al menos, otros dos genes supresores cercanos: p15 y 
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p14/p19, aportando una ventaja selectiva en el crecimiento y 
proliferación tumoral208. Con la excepción de crisis blásticas linfoides 
de LMC (>25%), las deleciones homocigotas del gen p16 son muy 
raras (≈ 5%) en neoplasias mieloides (LAM, LMC y SMD)209-212. Por el 
contrario, en neoplasias linfoides la frecuencia de dichas deleciones 
es superior; en el grupo de LAL, inicialmente se pensó que las 
deleciones eran características de las LAL de línea T213, donde la 
incidencia supera el 50%, sin embargo, estudios posteriores en series 
más amplias demostraron que también en LAL de línea B este 
mecanismo puede estar implicado en su patogenia, aunque con una 
frecuencia menor (20-25%) y especialmente, en el tipo LAL de células 
pre-B212, 214, 215-217. 
Junto a las deleciones homocigotas, la metilación en la región 
promotora del gen p16 constituye un mecanismo importante de 
inactivación del mismo ya que éste contiene una isla CpG susceptible 
de ser metilada, bloqueando la expresión del mismo146. La incidencia 
de metilación del gen p16 observada en LAM, al igual que en LMC es 
escasa218-220. Sí es, en cambio, frecuente la detección de metilación 
del gen p16 en síndromes linfoproliferativos B (tanto de bajo como de 
alto grado de malignidad) y T (afectando sólo a los de alto grado de 
malignidad)218, 221. 
El gen p15, localizado al igual que el gen p16 en 9p21, codifica 
la proteína p15 que se comporta como un CDKI tipo INK4. La cercana 
localización del gen p15 al gen p16 (a unas 30 kb de distancia) hace 
que deleciones que afecten a 9p puedan afectar tanto a p15 como a 
p16. Los mecanismos de inactivación del gen p15 son los mismos que 
para el gen p16, incluyendo la metilación de una isla CpG que 
también presenta este gen en su región promotora. La frecuencia de 
deleciones del gen p15 es muy baja en neoplasias mieloides con 
excepción, al igual que p16, de la crisis blástica de LMC. Dentro de 
las neoplasias linfoides, la entidad que generalmente tiene una mayor 
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frecuencia de deleciones de p15 es la LAL (23-57%)204, 213, 222. Ahora 
bien, sí existen diferencias en la frecuencia de metilación del gen p15 
con respecto a p16. De esta manera, llama la atención la elevada 
incidencia observada en LAM (79%) y SMD (57%)84, 218, 223. También 
en LAL la frecuencia de metilación del gen p15 es alta, 
relacionándose en general con factores de mal pronóstico204. 
En cuanto a los otros dos miembros de genes de la familia 
INK4, p18 y p19, no parecen haberse encontrado mutaciones o 
deleciones de estos genes en tumores humanos. 
Con relación al papel de la familia de inhibidores KIP en los 
procesos neoplásicos, el gen p21 localizado en 6p21 ha sido 
estudiado en una amplia variedad de tumores humanos, donde se ha 
encontrado traslocado, mutado o delecionado, aunque con una 
frecuencia muy baja (<5%)224, 225, no se han encontrado, por el 
contrario, hipermetilado. En neoplasias hematológicas, los estudios 
de este gen se han realizado principalmente en linfomas no Hodgkin 
(LNH) observando que mutaciones de p53 bloquean la expresión de 
p21. Este mecanismo de alteración en la ruta p53-p21 no es un 
fenómeno muy frecuente en neoplasias linfoides (5-20%). Sin 
embargo, esta frecuencia se incrementa en LNH de alto grado226. 
La proteína p27, codificada por el gen p27 localizado en 12p13, 
es otro CDKI cuya implicación en el desarrollo de neoplasias no es del 
todo conocida. En leucemias humanas, existe una relativamente alta 
incidencia de deleciones heterocigotas en la región cromosómica 
12p12-13 que involucran a p27. Sin embargo, el alelo restante no 
presenta mutaciones en las regiones codificantes por lo que su papel 
en el desarrollo de estas neoplasias no está claro227. Por otro lado, se 
han realizado estudios de expresión de la proteína p27 apoyándose 
en la hipótesis de que este tipo de CDKIs pudiesen ser anómalos, no 
por alteraciones en los genes codificantes, sino por mecanismos post-
transcripcionales que afectasen a la función de las proteínas228. 
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Finalmente, p57 es el CDKI descubierto en último lugar y 
codificado por el gen p57 localizado, como ya hemos expuesto, en 
11p15.5, adyacente al gen CALC1, una región frecuentemente 
delecionada o reordenada en una gran variedad de tumores humanos 
incluyendo casos de LAM, LAL y LNH. No obstante, no se han 
encontrado mutaciones en dicho gen hasta el momento. 
Nuestros resultados describen por vez primera una posible 
implicación del gen p57KIP2 en la génesis y pronóstico de las LAL y 
también sugieren que los mecanismos defectuosos en supervivencia 
celular pueden ser factores importantes que permiten una 
proliferación incontrolada de las células leucémicas. 
En definitiva, la hipermetilación del gen CALC1 se asocia con 
un aumento en el riesgo de recaída independientemente de otros 
factores pronósticos conocidos. 
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I. LA HIPERMETILACION DE LA REGION 5´ DEL GEN CALC1 ES 
UN HALLAZGO FRECUENTE AL DIAGNOSTICO DE LOS 
PACIENTES AFECTOS DE LAL, OBSERVANDOSE EN 
NUESTRA SERIE EN UN 45% DE LOS MISMOS. 
II. LA HIPERMETILACION DE LA REGION 5´ DEL GEN CALC1 SE 
OBSERVA EN LAL TANTO DE CELULAS B COMO DE CELULAS 
T, EN TODOS LOS SUBTIPOS DE LA CLASIFICACION FAB Y 
TANTO EN LAL INFANTILES COMO LAL DEL ADULTO. 
III. LA HIPERMETILACION DE LA REGION 5´ DEL GEN CALC1 EN 
LA LAL DEL ADULTO SE OBSERVA MAS FRECUENTEMENTE 
EN LEUCEMIAS DE CELULAS DE ORIGEN T. 
IV. LA HIPERMETILACION DE LA REGION 5´ DEL GEN CALC1 EN 
LA LAL INFANTIL SE OBSERVA MAS FRECUENTEMENTE EN 
PACIENTES CON FORMAS HIPERLEUCOCITOSICAS AL 
DIAGNOSTICO Y EN PACIENTES CON ANTIGENOS 
MIELOIDES POSITIVOS Y CD34 POSITIVA EN EL 
INMNOFENOTIPO DE LAS CELULAS LEUCEMICAS. 
V. LA HIPERMETILACION DE LA REGION 5´ DEL GEN CALC1 ES 
UN FACTOR INDEPENDIENTE DE POBRE PRONOSTICO EN 
LAL INFANTILES COMO LAL DEL ADULTO, OBSERVANDOSE 
EN LOS PACIENTES CON GEN CALC1 HIPERMETILADO UNA 
SUPERVIVENCIA LIBRE DE ENFERMEDAD 
SIGNIFICATIVAMENTE PEOR QUE LOS PACIENTES CON 
DICHO GEN NO METILADO. 
VI. LA HIPERMETILACION DE LA REGION 5´ DEL GEN CALC1 SE 
CORRELACIONA CON UNA AUSENCIA EN LA EXPRESION DEL 
ONCOGEN SUPRESOR p57KIP2. 
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